(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 





(19) Weltorganisation fiir geistiges Eigentum 

Internationales Biiro 

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum (10) Internationale Veroffentlichungsnummer 

14. juii 2005 (14.07.2005) PCT WO 2005/063965 Al 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : C12N 5/00, 

A61K 38/18, 38/27 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP2004/014839 

(22) Internationales Anmeldedatum: 

30. Dezember 2004 (30.12.2004) 

(25) Einreichungssprache: Deutsch 



(81) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir 
jede verfiigbare nationale Schutzrechtsart): AE, AG, AL, 
AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, 
CN, CO, CR, CU, CZ, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, FT, 
GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, 
KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, 
MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG, 
PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, 
TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, 
ZW. 



(26) Veroffentlichungssprache: 



Deutsch 



(30) Angaben zur Prioritat: 

103 61 813.9 30. Dezember 2003 (30.12.2003) DE 
03029961.4 30. Dezember 2003 (30.12.2003) EP 

(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
von US): BIONETHOS HOLDING GMBH [DE/DE]; 
Krankenhausstrasse 7, 04668 Parthenstein OT Klinga 
(DE). 

(72) Erfinder;und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): BADER, Augustinus 

[DE/DE]; Krankenhausstrasse 7, 04668 Parthenstein OT 
Klinga (DE). 

(74) Anwalte: KONIG, Reimar usw.; Lohengrinstr. 11,40549 
Dusseldorf (DE). 



(84) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fur 
jede verfiigbare regionale Schutzrechtsart): ARIPO (BW, 
GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, 
ZM, ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, 
TJ, TM), europaisches (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, 
EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, MC, NL, 
PL, PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, 
CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

Veroffentlicht: 

— mit internationalem Recherchenbericht 

— vor Ablauf der fiir Anderungen der Anspriiche geltenden 
Frist; Verdjfentlichung wird wiederholt, falls Anderungen 
eintrejfen 

Zur Erklarung der Zweibuchstaben- Codes und der anderen Ab- 
kiirzungen wird auf die Erklarungen ("Guidance Notes on Co- 
des and Abbreviations ") am Anfang jeder regularen Ausgabe der 
PCT-Gazette verwiesen. 



^ (54) Title: TISSUE REGENERATION METHOD 



(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR REGENERATION VON GEWEBE 
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sowie Thrombopoietin (TPO), oder deren Derivate, Analoga oder Teile zur Forderung der strukturellen Regeneration von Gewebe. 
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"Verfahren zur Regeneration von Gewebe" 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Induktion des strukturellen 
Wachstums von Gewebe, insbesondere bei der Leberregeneration und nimmt 
die Prioritaten der deutschen Patentanmeldung 103 61 813.9-41 und der euro- 
paischen Patentanmeldung 03 029 961.4 in Anspruch, auf die inhaltlich Bezug 
5 genommen wird. 

In der Ontogenese werden Wachstumsfaktoren exprimiert, die grundlegende 
strukturelle und hinsichtlich der Zellzahl numerische Prozesse fur den Aufbau 
eines Gewebes auslosen konnen. Im wachsenden und im adulten Organismus 

10 geht die Fahigkeit, strukturell und funktionell intakte Gewebe aufzubauen oder- 
im Falle von Gewebeschadigungen - zu regenerieren, allerdings weitgehend 
verloren. Es wird vermutet, dass die verminderte Expression von Wachstums- 
faktoren, die ihrerseits die Expression von fur den Gewebeaufbau erforderli- 
chen Proteinen kontrollieren, fur diese Reduktion an Regenerationsfahigkeit 

15 verantwortlich ist. 

Es ist jedoch zumindest von einige Organen bekannt, dass sie selbst im adulten 
Organismus eine Fahigkeit zur Selbst-Regeneration behalten, die durch Verlet- 
zungsprozesse induziert werden kann. So ist beispielsweise die Regenerati- 
20 onskapazitat der Leber bereits seit der Antike bekannt. Fast alle anderen Or- 
gane konnen strukturelle Defekte nicht von sich aus entsprechend uberbrucken 
um, das originate Gewebe wiederherzustellen. 

Die Leber befindet sich im adulten Organismus in der Regel im ruhenden, das 
25 heiftt nicht-proliferierenden Zustand, in dem das Organ eine komplexe Vielfalt 
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verschiedener metabolischer Funktionen erfullen mufc. In vivo wird die Leber 
allerdings durch den Verlust von Zellmasse - z.B. durch eine Leberzellschadi- 
gung oder durch einen chirurgischen Eingriff - erneut zum Wachstum angeregt. 

5 Proliferierendes Lebergewebe ersetzt die funktionellen und anatomischen 
Strukturen des Organs meist jedoch nicht in der gewiinschten Weise, sondern 
fuhrt in der Regel zu einer VergroBerung und Hypertrophie des verbliebenen 
Lebergewebes, bis die ursprungliche Leberzellmasse ersetzt ist. Die Intensitat 
der Wachstumsantwort ist von derm AusmaB des Gewebeverlustes abhangig. 
10 Der zeitliche Verlauf der Leberregeneration korreliert dabei umgekehrt proporti- 
onal, das heifct kleine Leberzellverluste werden langsam ersetzt, grofte Leber- 
zellverluste wesentlich rascher. 

Der Ersatz der Organmasse durch Zellproliferation allein stellt daher keine aus- 
15 reichende Basis fur die Therapie eines Patienten mit erheblichem Organscha- 
den dar. Es sind daher verschiedene Ansatze fur die Induktion strukturellen 
Wachstums - d.h. fur ein formschaffendes Wachstum - von Geweben bekannt, 
die jedoch allesamt noch nicht zu einem befriedigenden Erfolg gefuhrt haben. 
Ein solches strukturelles Wachstum von Zellen ware jedoch gerade fur thera- 
2 0 peutische oder biotechnologische Verfahren von erheblicher Bedeutung. 

In der Vergangenheit wurde versucht, Wachstum von Zellen uber die Gabe von 
Wachstumsfaktoren, wie z.B. "Epidermal Growth Facto" (EGF), "Vascular En- 
dothelial Growth Factor" (VEGF) oder "Hepatocyte Growth Factor" (HGF) zu 
25 induzieren. Die Wirkung dieser Faktoren auf die Vermehrung primarer Zellen in 
vitro ist jedoch begrenzt Ihr Einsatz in vivo ist dagegen aufgrund ihrer mogli- 
chen Nebenwirkungen - z.B. der Aktivierung von Onkogenen - nicht unproble- 
matisch. 
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Ein anderer Ansatz basiert auf der Verwendung komplexer heterologer Gewe- 
beextrakte, z.B. aus der Hypophyse oder dem Hypothalamus, zur Induktion der 
Zellvermehrung beispielsweise von kuitivierten Hepatozyten (siehe z.B. US 
6,008,047). Die Verwendung tierischer oder humaner Gewebeextrakte ist je- 
5 doch vor dem Hintergrund ubertragbarer viraler Erkrankungen, wie z.B. BSE, 
Schweine- oder Schaf-Viren, im Laborbetrieb oder in der klinischen Anwendung 
problematisch und dokumentiert eher das mangelnde Wissen urn die Prozesse, 
die an dem Aufbau komplexer Organstrukturen beteiligt sind sowie urn die ei- 
gentlich relevanten Faktoren und deren Einsatz- und Wirkpotentiale. Zudem 
10 sind die Extrakte in ihrer Qualitat schwer definierbar, da diese u.a. von der 
Quelle und deren Kultivierungsbedingungen abhangt. 

Selbst die wenigen Erkenntnisse aus den klassischen Anwendungen der prima- 
ren Gewebekulturen lassen sich allerdings nicht unmittelbar auf die Fragestel- 

15 lungen des tissue engineering ubertragen. So geht das tissue engineering in 
der Regel idealerweise von patientenspezifischen, adulten Zellsystemen aus, 
die bereits weiter differenziert sind als fotale oder embryonale Zellen. AuBer- 
dem handelt es sich bei dem tissue engineering sowohl in situ als auch in vitro 
urn Kokultursituationen, die in der klassischen Anwendung nicht berucksichtigt 

20 werden. Es wird dagegen viel eher sogar versucht, Kokulturen aus Endothel- 
zellen, Makrophagen und Fibroblasten, wie sie in der Leber vorkommen, bei der 
Expansion der parenchymatosen Leberzellen zu vermeiden, da sie nicht er- 
wunscht sind. 

25 Aus der WO 02/092013 A2 ist es bekannt, einem Patienten zur Behandlung von 
Leberschaden eine therapeutisch effektive Menge von Wachstumshormon 
(Growth Hormone, GH) zu verabreichen, urn damit das naturliche Regenerati- 
onsvermogen der Leber zu fordem. Danach hat GH die Wirkung, die Expres- 
sion des Wachstumsfaktors Fox M1B bei Hepatozyten zur beschleunigten und 
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so das Leberwachstum erneut zu initiieren. 

Das Wachstumshormon hat jedoch eine sehr breite und daher unspezifische 
Wirkung auf das Wachstum von Geweben. Daher werden durch GH-Gabe auch 
5 ungewollte Nebenwirkungen oder Uberreaktionen z.B. in Form der sogenannten 
Akromegalie, d. h. einer uberschiessenden Verknocherung mit pathologischen 
Knochenzustanden, erzeugt. Des weiteren wurde in der Zwischenzeit bekannt, 
dass FoxIM in Basalzellkarzinomen hochreguliert wird. Die Fox-Proteine spie- 
len eine wichtige Rolle in der Regulation der Wachstumsgene bei der Vermeh- 

10 rung, Differenzierung und der Transformation, u.a. auch bei der Aktivierung von 
sogenannten SONIC HEDGEHOG (Shh) Signalwegen. Diese wiederum sind 
involviert in der Aktivierung von Basalzellkarzinomen in menschlicher Haut. So 
konnten Teh et al. zeigen (Cancer Research 2002, August 15; 62 (16): 4773- 
80), dass die Hochregulierung von FoxM1 in Basalzellkarzinomen eine der we- 

15 sentlichen Initiations-Mechanismen ist, wodurch die SONIC HEDGEHOG-Sig- 
nalwege mitogene Effekte in den basalen Kerotinozyten ausuben, wodurch es 
zu der Entwicklung des weit verbreiteten menschlichen Krebsgeschwurs 
kommt. Dieses tumorigene Potential von FoxIM Agonisten und die mangelnde 
Spezifitat und ubiquitare Prasenz in alien Geweben steht daher der Verabrei- 

20 chung von GH zur Forderung der Leberregeneration entgegen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Verfahren bereitzustellen, 
das die Induktion eines im wesentlichen strukturellen Wachstums eines Gewe- 
bes induziert. Dieses Wachstum sollte vorzugsweise zu einer im wesentlichen 
25 funktionellen und strukturellen Funktionsfahigkeit des betroffenen Gewebes 
fuhren. 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe gelost durch den Einsatz von hamatopo- 
etischen Cytokinen, deren Derivate oder Analoga bzw. Teilen fur die strukturelle 
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und funktionelle Leberregeneration. In einer besonders bevorzugten Ausfiih- 
rungsform wird Erythropoietin (EPO) oder ein Derivat, Teilen Oder Analogon 
davon verabreicht. Der erfindungsgemaSe Effekt auf das betroffene Gewebe 
kann jedoch auch durch die Applikation von Thrombopoietin oder Teilen davon 
5 erreicht werden. 

Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, dass durch die Applikation von ha- 
matopoietischen Wachstumsfaktoren wie EPO und TPO nicht nur eine Vermeh- 
rung der Zellen, sondern auch ein strukturelles Wachstum einsetzt. Dieses 
10 Wachstum setzt insbesondere an zuvor traumatisierten Geweben ein. Das da- 
durch induzierte Wachstum fuhrt in vivo zu einer Gewebe-Regeneration im ei- 
gentlichen Sinne, d.h. es findet nicht nur proliferatives Wachstum, sondern ge~ 
richtetes, differenziertes Wachstum zum Aufbau komplexer Strukturen statt. 

15 Im Kern basiert die erfindungsgemafte Verwendung der hamatopoietischen 
Faktoren fur die Geweberegeneration im wesentlichen auf zwei bisher nicht 
bekannten Wirkungen des EPO, namlich einerseits auf der Stimulation des 
strukturellen Wachstums in synchroner und koordinierter Form von verschiede- 
ner Zelltypen untereinander und miteinander (wie z.B. Fibroblasten, glatten 

20 Muskelzellen mit Endothelzellen im GefaSbereich in Verbindung mit einer Neu- 
bildung der Architektur eines kompletten GefaBes unter Berucksichtigung der 
extrazellularen Matrix (Kollagen, Elastin, Fibronektin, Entaktin)) und einer Kom- 
plettierung des eigentlichen parenchymatosen Gewebeverbandes. Dies bein- 
haltet z.B. die Ausbildung von Hepatozyten mit den verbundenen Kupffer Zel- 

25 len, Pit- Ito- und Endothelzellen (sog. nicht parenchymal Zellen der Leber). 
Neben der Ausbildung eines tatsachlichen GefaBbaumes und dessen Interkon- 
nektion wird somit erfindungsgemaB eine Geweberegeneration im Sinne der 
restitutio ad integrum induziert. 
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In der Leber fuhrt dies zu einer Mischung aus sinusoidalen Kapillaren im End- 
strombereich und vaskularen zu- und abfuhrenden GefaBen neben dem eigent- 
lichen Parenchymverband der Hepatozyten in einer geordneten 3-D. Struktur. 

5 Wie bereits ausgefuhrt, setzt die erfindungsgemafte Wirkung der hamatopoieti- 
schen Wachstumsfaktoren insbesondere bei traumatisierten Geweben und 
Zeilen ein. Dabei wird der Begriff des Traumas als Gegensatz zu dem Prozess 
der Histogenese (Gewebebildung) definiert. Es handelt sich demnach bei einem 
Trauma um einen Prozess, der der Histogenese als Gewebildungsprozess im 

10 Individualorgismus an den betreffenden Lokalisationen entgegenwirkt bzw. das 
Ergebnis der Histogenese zunichte macht. Das Trauma als Gewebeschadigung 
kann durch eine Vielzahl von Ereignissen ausgelost werden, z.B. durch Verlet- 
zungen, Entziindungen oder durch Autoimmunerkrankungen mit Selbstbescha- 
digung). Diese Gewebeschadigungen oder -zerstorungen losen wiederum eine 

15 Vielziahl von Reaktionen aus, so z.B. die Aktivierung von Makrophagen, Mast- 
zellen und immunkompetenten Zeilen, die chemotaktische, vasoaktive und 
wundheilungsfordernde Faktoren sezernieren, und dadurch systemische und 
regioselektive Mechanismen regulieren. 

20 Die Vorteile der erfindungsgemaSen Verwendung der hamatopoietischen 
Wachstumsfaktoren, insbesondere des EPO, erstrecken sich auf die Regene- 
ration von Geweben aller vier Grundgewebearten, namlich des Bindegewebes, 
des Muskelgewebes, des Epithelgewebes und des Nervengewebes. Diese Ge- 
webe leiten sich ontogenetisch entweder aus dem Mesoderm (Bindegewebe, 

25 Muskel, Endothel (als besondere Form des Epithels)), dem Endoderm (das den 
Gastrointestinaltrakt auskleidende Epithel) oder dem Ektoderm (Nervenge- 
webe) ab. In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass der EPORezeptor sowohl 
auf Zeilen meso- als auch endodermalen Ursprungs sowie auf neuronalen Zei- 
len exprimiert wird. 



WO 2005/063965 



- 7- 



PCT/EP2004/014839 



In diesen Geweben fuhrt die erfindungsgemafce Verwendung von EPO oder 
TPO zu einem ortsstandigen Recruitment der gewebespezifischen Progenito- 
renpopulation (Stammzellen), der Migration der Zellen und der Differenzierung 
5 bzw. Transdifferenzierung der Zellen in Parenchym- und Strukturzellen. Wah- 
rend und vor dieser Gewebsbildung vermehren sich die Zellen durch die EPO 
Gabe. 

Bei der Anwendung des erfindungsgemaSen Verfahrens beispielsweise fur die 
10 Leberregeneration kann eine erneute Vervollstandigung des zuvor geschadig- 
ten Organs zu einem kompletten parenchymatosen Gewebeverband erreicht 
werden, einschlieBlich der Ausbildung von Hepatozyten mit Kupffer-Zellen, Pit-, 
Ito- und Endothelzellen. Mit der weiterfuhrenden Ausbildung eines GefaSbaums 
ist somit erfindungsgemafc die Geweberegeneration als restitutio ad integrum 
15 moglich. 

Ein besonderer Vorteil des erfindungsgemaSen Verfahrens liegt somit darin, 
daS nicht nur die Mikokapillarisation des regenerierenden Gewebes uber eine 
Endothelaussprossung stimuliert wird, sondern auch die Parenchymregenera- 
20 tion und die Ausbildung der Wandstrukturen gefordert werden. Erst dies fuhrt zu 
dem gewunschten Ergebnis des koordinierten dreidimensionalen Wachstums 
zum Aufbau eines funktionsfahigen Organs. 

Somit basiert die erfindungsgemaBe Verwendung auf einer EPO-Wirkung, die 
25 weit uber die bisher bekannte EPO-Wirkung als angiogentischer Faktor auf die 
Endothelzellenvermehrung hinausgeht (Journal of Nephrology 2002 15, 97 bis 
103). Da mikrovaskulare Strukturen wie Kapillaren und Sinusoide lediglich aus 
Endothelzellenauskleidung bestehen und keine eigene Wandstruktur aufwei- 
sen, konnte ausgehend von der angiogenetischen Wirkung des EPO bisher 
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jedoch lediglich dariiber spekuliert werden, ob EPO auch bei der Gefaftneubil- 
dung und Wundheilung eine gewisse Bedeutung zukommen konnte (Journal of 
Nephrology 2002 15,97 bis 103). Eine Substantiierung dieser Spekulationen 
blieb bislang aber aus. 

5 

Daher ist es vorliegend urn so bedeutender, dass erstmals der Nachweis der 
Wirkung des EPO auf das synchronisierte und koordinierte Wachstum der Ge- 
fafce selbst, d.h. einschlieBlich der Ausbildung der Wandstrukturen und die Pa- 
re nchym regeneration gelungen ist. 

10 

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemaften Verfahrens besteht darin, dass das 
strukturelle Wachstum nicht notwendigerweise eine vorgegebene organische 
oder anorganische dreidimensionale Struktur als Ausgangspunkt benotigt, son- 
dern viel eher eine Organ(teil)struktur de novo schafft. Somit kann die Applika- 
15 tion der hamatopoietischen Wachstumsfaktoren eine deutlich beschleunigte 
Selbst-Regeneration eines beschadigten Gewebes induzieren, was in der kli- 
nisch-therapeutischen Anwendung der Erfindung von groSer Bedeutung ist. 

In einer besonders vorteilhaften Ausfuhrungsform der Erfindung werden die 
20 hamatopoietischen Wachstumsfaktoren eingesetzt, urn die Regeneration eines 
Gewebes zu induzieren, das traumatisch geschadigte Bereiche aufweist. In 
diesen Gewebeabschnitten kann damit nicht nur ein VerschluS der Wunde 
durch die Ausbildung eines Granulationsgewebes mit einsetzender Angioge- 
nese angeregt, sondern die Neubildung der gewebespezifischen dreidimensio- 
25 nalen Struktur aus extrazellularer Matrix z.B. aus Kollagen, Elastin, Fibronektin 
oder Etnaktin. 

ErfindungsgemaS werden hamatopoietische Wachstumsfaktoren eingesetzt. 
Dabei handelt es sich vor allem urn Thrombopoietin, Erythropoietin und das 
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Wachstumshormon (GH) sowie deren funktionell und strukturell homologe 
Anaioga, Derivate und /oder Teilen davon. Insbesondere aber werden EPO 
oder TPO bzw. deren Teile, Derivate oder Anaioga eingesetzt. Es eignen sich 
auch deren mimetische Peptide (siehe unten). Zu den hamatopoetischen 
5 Wachstumsfaktoren zahlen weiterhin G-CSF und GM-CSF. 

Bei den hamatopoietischen Wachstumsfaktoren handelt es sich urn linksseitige 
Vierfachhelixbundelproteine mit einer Orientierung rauf - rauf — runter - runter 
mit zwei uberreichenden Schleifen, die die ersten beiden und die letzten beiden 

10 Helixstrukturen miteinander verbinden (Livnah O. et al., Science 1999, 283 
(5404): 987-90 und Ultsch M.H. et al, Blood 1995, 86 (2): 540-7. Die jeweiligen 
RBD Domainen (rezeptorbindenden Domanen) besitzten eine ausgepragte 
Homologie mit EPO. Thrombopoietin, Erythropoietin und Wachstumshormon 
binden an den MPL-Rezeptorkomplex. In der Publikation von Youssoufianh et 

15 al. in Blood 1993, 819 2223 bis 36, Structure function and activation of the 
Erythropoietin receptor) wird eine produktive Dimerisation beschrieben. 
Erythropoietin und Thrombopoietin, mimetische Peptide (EMP und DMP) und 
weiterhin nicht-peptidische kleine Molekule sind ebenso funktionell, wenn auch 
auf einer niedrigeren molaren Basis (Publikationen: Wrighton NC et al. Small 

20 peptides as mimetics of the protein hormone erythropoietin Science 1996, 273 
(5274) 458-64 und Cwirla S. E. et al. Peptide agonist of the thrombopoeitin re- 
ceptor as potent as the natural cytokine, Science 1997, 27653191696-9 und 
Qureshi S.A. et al. Mimicry of Erythropoietin by non peptid molecules, Pro- 
ceedings National Academy of Sciences PNAS USA 1999, (9621): 12156-61). 

25 Die Bindung von EMP 1 an den Rezeptor geschieht an Bindungsstellen, die 
homolog zu den Hotspots der Wachstumshormonrezeptorverbindungen sind. 
Die Struktursequenzen von Thrombopoietin sind im Detail in EP 1 201 246 A2 
beschrieben. Die Struktursequenzen von Erythropoietin sind im Detail in der 
europaischen Patentanmeldung EP 84 308 654.7 beschrieben. 
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In einer besonders vorteilhaften Ausfuhrungsform der Erfindung wird EPO ver- 
wendet, das in vivo die Bildung von Erythrozyten sowie die Zellteilung und Dif- 
ferenzierung von Erythrozyten-Vorlauferzellen stimuliert. EPO ist entweder aus 
5 Urin isolierbar oder aber rekombinant herstellbar. Die Herstellung eines rekom- 
binanten humanen EPO ist Gegenstand der WO 86/03520. Des weiteren ist 
EPO Gegenstand der EP 0 148 605, EP 0 205 564, EP 0 209 539, EP 0 267 
678 oder EP 0 41 1 678. 

10 Es konnen jedoch auch Derivate des nativen oder rekombinanten EPO einge- 
setzt werden. So ist beispielsweise ein EPO-Derivat bekannt (EP 0 640 619 
B1), das zusatzliche Glykosylierungsstellen und somit einen hoheren Kohlen- 
hydratanteil mit 22 Sialsaureresten aufweist. Der Vorteil dieser Modifikation be- 
steht darin, daft mit einem erhohten Anteil an Sisalsaure die Halbwertzeit des 

15 EPO im Plasma zunimmt, da nur ein nicht-siaiisiertes EPO an dem am EPO- 
Abbau beteiligten Galactose-Rezeptor der Leber binden kann. Dieses EPO-De- 
rivat - bekannt unter der Abkurzung NESP (Novel Erythropoiesis Stimulating 
Protein oder Darbepoetin) - weist zwar im Vergleich zum rekombinanten EPO 
eine an funf Positionen veranderte Aminosauresequenz auf. Es entspricht aber 

2 0 in seiner Wirkung auf die Stimulation der Erythrozytenbildung im wesentlichen 
dem nativen oder rekombinanten EPO (Fisher, J.W.: Erythropoietin: Physiology 
and Pharmacology Update. Erythropoietin 2003, 1-14). Die EP 0 640 619 B1 
wird hinsichtlich der Struktur und Herstellung des NESP vollumfanglich in Be- 
zug genommen. 

25 

Das NESP kann zur weiteren Verlangerung der in vivo Halbwertzeit vorteilhaft- 
erweise noch mit Polyethylenglykol (PEG) chemisch konjugiert werden, ohne 
daft damit eine Veranderung der biologischen Aktivitat verbunden ware. Ein 
derart modifiziertes NESP ist aus der WO 01/76640 bekannt, die hinsichtlich 
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der Struktur und Bereitstellung dieses EPO-Derivats vollumfanglich in Bezug 
genommen wird. 

Aus der WO 02/49673 A2 und WO 01/02017 A2 sind ebenso pegylierte Deri- 
5 vate des EPO bekannt, die neben der verlangerten Plasma-Halbwertzeit auch 
eine hohere klinische Wirksamkeit zeigen. Dazu werden beispielsweise durch 
gezielte Mutagenese 1 bis 6 zusatzliche Glykosylierungsstellen in die EPO- 
Aminosauresequenz eingebracht. Auch dieses Derivat kann erfindungsgemaB 
eingesetzt werden. 

10 

Neben EPO und EPO-Derivaten mit entsprechender biologischer Funktion kon- 
nen auch andere hamatopoietische Wachstumsfaktoren wie beispielsweise 
TPO oder Teile davon erfindungsgemaB eingesetzt werden. 

15 Bei dem TPO (bekannt auch als c-Mpl-Ligand, mpl-Ligand, Megapoietin oder 
Megakariozyten-Wachstums- und Entwicklungsfaktor) handelt es um einen ha- 
matopoietischen Wachstumsfaktor mit einer komplexen biologischen Wirkung, 
der unter anderem die Entwicklung und Proliferation von Megakariozyten und 
Thrombozyten reguliert. Das reife TPO besteht aus einer Sequenz aus 332 

2 0 Aminosauren, wobei die N-terminale Region (RBD-Domane) mit 154 Aminosau- 
ren eine erhebliche Sequenz- und Strukturhomologie zu EPO aufweist (20 % 
Identitat und weitere 25 % Ahnlichkeit). Insbesondere bildet das TPO zwei hoch 
konservierte Cysteinbrucken aus, die an homologen Positionen auch im EPO 
zu finden sind. 

25 

Es wurde in der Vergangenheit gezeigt, daB die N-terminale Region des TPO 
fur die Bindung an den Cytokin-Rezeptor und die damit induzierte Signalkas- 
kade uber den JAK/STAT Weg verantwortlich ist (Geddis A.E., Linden H.M., 
Kaushansky K: Thrombopoietin: a pan-hematopoietic cytokine. Cytokine & 
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Growth Factor Reviews 13 (2002) 61-73). ErfindungsgemaS kann daher auch 
nur ein Teil des TPO, insbesondere das N-terminale Fragment, verwendet wer- 
den. 

5 Die Herstellung und Charakterisierung von TPO und dessen Varianten sind 
beispielsweise in EP 1 201 246, W095/21919, WO95/21920 und W095/26746 
beschrieben. Diese werden zu Offenbarungszwecken vollumfanglich in Bezug 
genommen. Die Wirkung von TPO auf fotale Hepatozyten ist aus Untersuchun- 
gen von E. Schmelzer bekannt (E. Schmelzer: Optimierung der Kultur und Cha- 
10 rakterisierung primarer embryonaler Hepatozyten der Ratte; Dissertation Got- 
tingen 2002). 

Als Varianten von TPO eignen sich beispielsweise die in der W095/21919 be- 
schriebenen TPO-Derivate oder die in WO95/21920 beschriebenen allelischen 

15 Varianten oder Spezieshomologe oder das in W095/26746 und EP 1 201 246 
beschriebene pegylierte TPO, ohne sie darauf zu beschranken. Als pegyliertes 
TPO wird im Sinne der vorliegenden Erfindung TPO-Derivate verstanden, die 
an ein organisches Polymer, wie z.B. Polyethylenglykol, Polypropylenglykol 
oder Polyoxyalkylen, gebunden sind. Als weitere Varianten von TPO werden 

2 0 auch Derivate von TPO verstanden, die eine Sequenzidentitat von weniger als 
100% besitzen und dennoch die Aktivitat von TPO, wie vorzugsweise in EP 1 
201 246 beschrieben, besitzen. Ublicherweise besitzen TPO-Derivate eine Se- 
quenzidentitat von mindestens 70%, vorzugsweise mindestens 75%, insbeson- 
dere mindestens 80% und vor allem mindestens 85% im Vergleich zu huma- 

25 nem TPO einschlieSlich derer Fragmente mit TPO-Aktivitat. Eine besonders 
bevorzugte TPO-Aktivitat im Sinne der vorliegenden Erfindung ist die Be- 
schleunigung der Proliferation, Differenzierung und/oder Reifung von Megaka- 
ryozyten oder Megakaryozyten-Vorlaufer in Plattchen-produzierende Formen 
dieser Zellen durch TPO oder dessen Varianten. 
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Erfindungsgemafc konnen EPO und TPO sowohl in ihrer humanen als auch in 
ihrer nicht-humanen Form eingesetzt werden. So zeigen beispielsweise huma- 
nes TPO mit Schweine- oder Maus-TPO eine Homologie von fiber 70%. 

5 

In einer alternativen Ausfuhrungsform der Erfindung ist es moglich, dem Pati- 
enten nicht die hamatopoietischen Wachstumsfaktoren selber, sondern Fakto- 
ren zu verabreichen, die die Expression der Wachstumsfaktoren in den trauma- 
tisierten Geweben induzieren. 

10 

So ist beispielsweise von Naughton BA et al beschrieben (Age-related variati- 
ons in hepatic regeneration and erythropoietin production in the rat, Am J Anat. 
1977 Jul;149(3):431-8), dass Erythropoietin hauptsachlich in der Leber und MHz 
wahrend neonataler Phasen gebildet wird und dass bei Nephrektromie das 

15 Phanomen der hepatischen EPO Bildung nach einer Hepatektomie wieder zu- 
nehmen kann. Diese Fahigkeit nimrnt mit dem Alter ab. Spater wurde dann er- 
kannt (Hepatic regeneration and erythropoietin production in the rat.Naughton 
BA, Kaplan SM, Roy M, Burdowski AJ, Gordon AS, Piliero SJ. Science. 1977 
Apr 15;196(4287):301-2. ), dass eine regenerierende Leber Erythropoietin als 

20 Antwort auf Hypoxie produziert. Es wurde gefunden, dass die EPO-Produktion 
abhangig ist vom Stadium der Leberregeneration, wobei die hochsten EPO 
Konzentrationen in der Phase des starksten Leberwachstums gefunden wur- 
den. 

25 Dornfest et al. beschrieben 1981 (Recovery of an erythropoietin inducing factor 
from the regenerating rat liver. Dornfest BS, Naughton BA, Kolks GA, Liu P, 
Piliero SJ, Gordon AS. Ann Clin Lab Sci. 1981 Jan-Feb;1 1(1):37-46.), dass die 
Leber die Hauptquelle fur die Bildung eines EPO-induzierenden Faktors ist. Bei 
Nephrektomie nahm die Bildung des Faktors in der Leber zu. Somit kann die 
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erfindungsgemafce Wirkung des EPO auch mittelbar durch die Verabreichung 
eines Faktors erreicht werden, der die Expression des EPO induziert. 

Ebenso kann die endogene EPO-Expression beispielsweise durch die Stimulie- 
5 rung der EPO Sekretion durch die mittel- oder langfristige Verabreichung des 
Wachstumshormons (Growth Hormone, GH) erreicht werden (Sohmiya, M., Y. 
Kato. Effect of long-term administration of recombinant human growth hormone 
(rhGH) on the plasma erythropoietin (EPO) and haemoglobin levels in anaemic 
patients with adult GH deficieny. Clinical Endocrinology (2001) 55, 749-754). 

10 

Die einzelnen Konzentrationen der Wachstumsfaktoren konnen in Losung bei 
ca. 1 bis ca. 100 ng/ml, vorzugsweise bei ca. 10 bis ca. 50 ng/ml, insbesondere 
bei ca. 10 bis ca. 20 ng/ml liegen. Bei lokalen Beschichtungen (topischser Ver- 
abreichung) konnen die Konzentrationen der Wachstumsfaktoren jedoch auch 
15 ein Vielfaches davon betragen. 

Die hamatopoietischen Wachstumsfaktoren konnen vorteilhafterweise auch fur 
die Kultivierung von Gewebekulturen in vitro eingesetzt werden. Dazu werden 
die Zellen in fur das Gewebe besonders geeigneten Vorrichtungen und Verfah- 
2 0 ren kultiviert, beispielsweise auf einem Gitter mit einer schneidenden Maschen- 
struktur von 500 m GroBe, urn immer wieder neue Tochteraggregate von He- 
patozyten entstehen zu lassen. Insbesondere in vitro sind Kombinationen von 
EPO mit GH vorteilhaft. 

25 Insbesondere konnen beruhrungslose, automatisch oder manuell gesteuerte 
Pumpsysteme eingesetzt werden, die z. B. aus Kolbenpumpen bestehen oder 
magnetisch bzw. durch Druckluftkompression von Schlauchen erzeugte, ge- 
richtete Strdme erzeugen. In Anwesenheit von Endothelzellen kann es durch 
den Scherstress in einem perfundierten Bioreaktor zu einer spontanen Kon- 
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fluenz der Endothelzellen auf den Oberflachen der Aggregate kommen, was fur 
die weitere Verwendung vorteilhaft sein kann. 

Fur die Einkapselung eignen sich dem Fachmann bekannte, geeignete Materia- 
5 lien, in die beispielsweise strukturierte Formen oder Raume integriert werden, 
die eine in situ Wachstumsstruktur bzw. Vergrofterung ermoglichen. Alternativ 
kann auf die Kapsel verzichtet werden und beispielsweise in Gegenwart von 
Endothelzellen eine Endothelialisierung und somit eine optimale Hamokompati- 
bilitat erreicht werden. 

10 

Die erfindungsgemafce Gabe von EPO oder TPO fiihrt entweder alleine oder 
bei grosseren strutkurellen Defekte auch in Verbindung mit scaffold Materialien 
zu einem biologischen Gewebeersatz. Diese Tragermaterialien konnen in vitro 
bzw. extrakorporal vorbesiedelt sein, biologisch modellierbar (biodegradabel) 
15 sein und sind mikro- und makrostrukturell und biochemisch im Idealfall der zu 
ersetzenden Struktur moglichst ahnlich. Die biochemische Nahe bzw. Identitat 
beinhaltet eine Rekonstruktion der in vivo Zusammensetzung durch Kollagene 
und Matrixproteine (Elastin, Fibronektin und alle Matrixkomponenten des Kor- 
pers in gewebespezifischer Pragung wie bekannt). 

20 

Stammzellen konnen aus den verschiedenen im Korper des Patienten vorhan- 
denen Quelle erhalten werden: Knochenmark, peripheres Blut, Fettgewebe, 
dem Gewebe selbst, Nabelschnurblut- bzw. Gewebe. Allogene Stammzellen 
konnen entsprechend gewonnen werden, sind aber mit immunologischen 
25 Nachteilen behaftet. Embryonale Zellen konnen verwendet werden, sind aber 
mit den entsprechenden Nachteilen behaftet. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform kann der strukturierte 
Wachstumsprozess der kultivierten Zellen durch eine mit den erfindungsgema- 
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Sen Wachstumsfaktoren beschichteten Matrix induziert werden. Dazu kann die 
Matrix mit einem oder mehreren der genannten Wachstumsfaktoren sequentiell 
behandelt werden. 

5 Sofern es sich urn eine biologische Matrix handelt, ist es ublicherweise ein 
Implantat (Stent, Patch oder Katheter), ein Transplantat (z. B. Hauttransplan- 
tat), ein Tragermaterial zum Wachstum von Zellen, z.B. ein sogenanntes Slow- 
release Material (z.B. ein Hydrogel auf der Basis von Fibrin und/oder Polymere, 
wie z. B. Polylaktid oder Polyhydroxyalkanoat, und/oder Alginate), ein Kno- 

10 chenersatzmaterial (z.B. Tricalciumphosphat), ein allogenes, autologes oder 
xenogenes azellularisiertes oder nicht-azellularisiertes Gewebe (z.B. Herz- 
klappe, Venenklappe, Arterienklappe, Haut, GefaB, Aorta, Sehne, Cornea, 
Knorpel, Knochen, Trachea, Nerv, Miniskus, Diskus intervertebralis, Ureteren, 
Urethra oder Blase (siehe z. B. EP 0 989 867 oder EP 1 172 120)), oder eine 

15 Matrix (z.B. eine Laminin-, Collagen IV- und/oder Matrigel-Matrix) oder vor- 
zugsweise ein Feeder-Layer, wie z.B. Collagen I-, 3T3- und/oder MRC-5-Fee- 
der Layer, oder ein Collagenflieft. 

Die biologische Matrix wird vorteilhafterweise mit gewebespezifischen Zellen, 
2 0 Vorlauferzellen, Knochenmarkszellen, peripheres Blut, Fettgewebe und/oder 
Fasergewebe, z.B. mit adulten Vorlauferzellen aus dem Knochenmark, vorbe- 
siedelt. Die Vorbesiedelung fuhrt dazu, dass der Regenerationsprozess bereits 
in vitro einsetzt damit nach der Implantation der Matrix in den Korper die Rege- 
nerationszeit in vivo verkiirzt ist. 

25 

Die verwendeten Matrices konnen noch zuvor aktiviert werden. Die Aktivierung 
der biologischen Matrix oder Tragerstruktur kann beispielsweise mittels Plas- 
maionisation, z.B. unter Verwendung von Wasserstoffperoxid, oder mittels La- 
seraktivierung erfolgen. 
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Alternativ kann eine Beschichtung mit einer biodegradablen 
(Bio)polymerschicht, die den oder die genannten Wachstumsfaktor(en) enthalt, 
vorgenommen werden. Hierzu eignen sich beispielsweise Fibrin, Plasma, Blut, 
5 Collagen und/oder Polylaktide. 

Das erfindungsgemafce Verfahren eignet sich insbesondere fur adulte Zellen, d. 
h. primar differenzierte Zellen, die keinen embryonalen oder fotalen Phanotyp 
mehr besitzen. Es eignet sich insbesondere fur humane adulte Zellen, bei- 
10 spielsweise fur adulte Progenitorzellen, gewebespezifische Zellen, vorzugs- 
weise Osteoblasten, Fibroblasten, Hepatozyten und/oder glatte Muskelzellen. 

Neben einer Beendigung bzw. Reduzierung der Zufuhr der beschriebenen 
Wachstumsfaktoren zu der Kultur eignen sich zur Terminierung des erfindungs- 
15 gemafcen Wachstumsprozesses auch Somatostatin und/oder TGF beta 
und/oder Prostaglandine. 

Es ist besonders vorteilhaft, dass erfindungsgemafce Verfahren lokal in vivo 
einzusetzen. Dazu konnen die Wachstumsfaktoren z.B. auf die Resektionsfla- 

20 che eines Organs (z. B. einer Leber) aufgebracht werden. Sie konnen topisch 
oder aber uber mit Hilfe eines Katheters lokal oder systemisch appliziert wer- 
den. Im Falle einer Leberresektion konnen sie alternativ oder erganzend vor, 
wahrend oder nach dem Eingriff appliziert werden. Ebenso ist es moglich, die 
Wachstumsfaktoren (z.B. zur Forderung der Knorpelregeneration) unmittelbar 

25 in das betroffene Gewebe oder Gelenk zu injizieren. Damit konnen die Wachs- 
tumsfaktoren uber die Synovialflussigkeit direkt auf die Bildung einer neuen 
Knorpelstruktur wirken. 

In einer besonderen Ausfuhrungsforrn konnen zusatzlich zu den hamatopoieti- 
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schen Wachstumsfaktoren einer oder mehrerer derfolgenden Wachstumsfakto- 
ren verabreicht werden: "Transforming Growth Factor beta" (TGF beta), 
Prostaglandins, Granulozyten (-Makrophagen)-stimulierender Faktor (G(M)- 
CSF), "Growth Hormone Releasing Hormone" (GHRH), Thyrotropin-releasing 
5 Homone" (TRH), "Gonadotropin-releasing Hormone" (GnRH), "Corticotropin- 
releasing Hormone" (CRH), Dopamin, "Antidiuretic Hormon" (ADH), Oxytocin, 
Prolactin, Adrenocorticotropin, beta-Celltropin, Lutrotropin und/oder Vasopres- 
sin verwendet bzw. zusatzlich ein oder mehrere Nervenregenerationsfaktoren, 
vorzugsweise "nerve growth factor" (NGF) und/oder ein oder mehrere GefaBre- 
10 generationsfaktoren, vorzugsweise "Vascular Endothelial Growth Factor" 
(VEGF) und/oder "Plateled Derived Growth Factor" (PDGF). 

Die hamatopoietischen Wachstumsfaktoren parenteral als injezierbare Mikro- 
spharen, erodierbare Partikel, Polymerverbindungen (mit Polypeptid, Polygly- 
15 colsaure), Liposomen und kleine Partikel appliziert werden. Injezierbare oder 
implantierbare Drug Delivery -Gerate sind ebenso moglich. Die Stoffe konnen 
auch inhaliert werden, subkutan, intramuskular gespritzt werden oder - fur die 
topische Applikation - als kutanes Pflaster gegeben werden. 

20 Begleitend konnen Substanzen mit den Pflastern vermischt werden, die eine 
lokale Hyperamie erreichen und dadurch die Hautpermeabilitat erhohen (z.B. 
Bienengift). Hyperionische Strukturen mit und ohne direkte EPO Kopplung bzw. 
Beschichtung der Salze konnen durch die Hautbarrieren besser transportiert 
werden und konnen mit bevorzugt positiv ionisierenden Strukturen verbunden 

25 werden. Auch negative lonisation ist moglich. Die Faktoren konnen mit Man- 
delol bzw. Jojobaol zur Transportverbesserung durch Schleim haute im Darmbe- 
reich bzw. der Haut verwendet werden. 

Eine Verbindung mit Polyethylenglykol (PEG) ist moglich, um Transportbarrie- 
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ren (Mucosa im Mund, Magen, Darm; Schleimhaute, Hornhaut) zu iiberwinden. 

Es ist bekannt, dass aus Proteinen Mischpraparationen vorbereitet werden 
konnen. Suspensionen, Gelimulsionen, Feststoffverbindungen, dehydrierte oder 
5 lyophilisierte Puder sind moglich. Die Wachstumsfaktoren konnen auf Partikeln 
absorbiert werden oder enkapsuliert werden. 

Es kann besonders vorteilhaft sein, Stammzellen (Progenitoren im eigentlichen 
Sinne) gemeinsam mit EPO / TPO zur Geweberegeneration einzusetzen, um 

10 damit das Recruitment der Gewebezellen aus den 4 Grundgewebearten fur den 
Regenerationsprozess deutlich zu beschleunigen. EPO / TPO sowie die ande- 
ren genannten Faktoren konnen gemischt mit Stammzellen und z.B. Fibrinkle- 
ber als Tragermatrix appliziert werden. Bei Bedarf kann die Tragermatrix weg- 
gelassen werden bzw. durch eine starker vorstrukturierte und geformte Trager- 

15 matrix ersetzt werden. Die Faktoren konnen auch ohne jegliche biologische 
Tragermatrix z.B nur in wassrigrer Suspension systemisch oder topisch verab- 
reicht werden. 

Die erfindungsgemaSe Gabe von EPO verbessert diese Geweberegeneration 
20 durch gewebespezifische Pragung der Stammzellen und Differenzierung im 
Anschluss an eine Vermehrung und Integration und koordiniert das Wachstum 
in Bezug auf die Grundgewebearten. 

25 I. Anwendungsbereiche 

1 . Plattenepithelien 

ErfindungsgemaG wird EPO eingesetzt, um die Ausbildung von Basalmembra- 
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nen (extrazellulare Stutzschicht unter Epithel) zu fordern. EPO unterstutzt die 
Ausbildung des Grenzbereiches der Papillen. 

EPO wird erfindungsgemaB eingesetzt, um die Ausbildung von Drusenepithel 
5 zu unterstutzen. EPO fiihrt zur Regeneration plattenformiger isoprismatischer 
und prismatischer Epithelien (Plattenepithelium Osophagus, hochprismatisches 
Epithel im Samenleiter, Ubergangsepithel der Harnblase). 

Durch EPO kommt es im strukturellen Wachstumsprozess zur Wiederausbil- 
10 dung der Desmosomen, d. h. der Verbindungsstucke zwischen den Zellen und 
deren Anheftungsstrukuren. Es kommt auch zur Ausbildung von sogenannten 
Mikrovilli auf den Epithelien, zum Beispiel des Dunndarms (Nebenhoden, Luft- 
rohre). 

15 EPO hat einen direkten Effekt auf die Regeneration des einschichtigen Platte- 
nepithels, der Endothelauskleidung von Herz-, Blut- und LymphgefaBen und 
des hochprismatischen Epithels (Magen, Dunn- und Dickdarm, Gallenblase, 
Eileiter, Uterus). EPO wird erfindungsgemaft eingesetzt, um das zweireihige 
Epithel (Speicheldrusen der Mundhohlen, Tranennasengang, Nebenhoden- 

2 0 gang, Samenleiter) auszubilden. EPO wird erfindungsgemaB auch fur das 
hochprismatische Epithel (Nasenhohle, Epipharinx, Kehlkopf, Luftrohrenbron- 
chialbaum, Harnrohre, Ohrtrompete), weiter zur Ausbildung von unverhorntem 
und verhorntem Plattenepithel eingesetzt. Der strukturfordernde Aspekt auf die 
Parenchymregeneration des EPO unterstutzt die Ausbildung exokriner Drusen. 

25 Hierzu zahlen unter anderem das Pankreas, Drusen im Dunndarmepithel (Be- 
cherzellen, Unterkieferspeicheldruse, Inselzellen zur Insulinproduktion). EPO 
unterstutzt die Regeneration der endokrinen Drusen. 

2. Bindegewebe 
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EPO kann die Grundbestandteile des Bindegewebes in Koordination mit den 
umgebenden Parenchymdrusenstrukturen wiederherstellen. Die Grundbe- 
standteile, die hiervon beeinflusst werden, sind die Grundsubstanz (Glucosami- 
5 noglycane), die Koordination mit sogenannten Plasmazellen, Fettzellen, Blut- 
gefaGen und darum liegenden glatten Muskelzellen, daneben die Bindege- 
webszellen, Fibroblasten, Mastzellen und Kollagenfasern sowie die Elastinfa- 
sern und dazwischen eingefugte Makrophagen- (ebenso Kupffer, Pit, Itozellen 
bei der Leber) und Kapillarenendothelzellen. Kapillaren haben, nur eine Endo- 
1 0 thelzellenauskleidung. 

Hierbei hat EPO jedoch einen breiteren koordinativen Aspekt auf das geschil- 
derte Mikromilieu. Dieses wird durch traumatische Verletzungen in einen Initia- 
torzustand versetzt. Therapeutisch kann EPO erfindungsgemaS gegeben wer- 

15 den, wenn nach traumatischen Verletzungen diese Initiationskaskaden be- 
schleunigt werden sollen. EPO unterstutzt hierbei erfindungsgemaS als Kataly- 
sator und systemischer und topischer Vermittler der Geweberegeneration den 
durch Makrophagen regional ausgelosten immunmodulatorischen Effekt, der in 
Makrophagen in Verbindung mit Plasmazellen die immunologische Modulation 

20 und Freisetzung von Interleukinen und Zytokinen beinhaltet. Durch diese erfin- 
dungsgemafce Interaktionskompetenz wird die hohe Regioselektivitat der thera- 
peutischen Gabe von EPO / TPO am Bedarfsort (Trauma, Entzundung, Auto- 
mimmunerkrankung) erreicht. 

25 EPO koordiniert in der therapeutischen Anwendung erfindungsgemaB diese re- 
gional Immunstimulation mit der systemischen endogenen Antwort. EPO for- 
dert dadurch das Anlaufen der Entzundungsreaktion im Sinne einer Kaskaden- 
beschleunigung als therapeutischen Effekt. Es erhoht die Freisetzung von en- 
dogenen Wachstumshormonen und kontrolliert damit auch dessen Nebenwir- 
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kungspotential. Eine systemische Gabe von Wachstumshormonen wird da- 
durch vermeidbar und dessen unkontrollierter Effekt bezuglich einer potentielle 
Tumorogenizitat im Rahmen der physiologischen Wirkungssituation vermieden. 

5 Bindegewebsstrukturen konnen erfindungsgemafc wiederhergestellt werden. 
Hierzu zahlen kollagene Fasern, retikulare Fasern, zum Beispiel Lymphknoten, 
elastische Fasern und die Ausbildung der Grundsubstanz (Proteoglycane, Gly- 
cosaminoglycane, Hyaluronsaure, Chondroitinsulfate, Dermatansulfat, Keratan- 
sulfat, Heparansulfat, Heparin). Die modulierten Bindegewebszellen sind die 

10 Fibroblasten, Retikulumzellen, insbesondere in lymphatischen Geweben und 
Organen, Mesenchymzellen, Fettzellen, Monozyten und Makrophagen. Es ist 
bekannt, dass Monozyten sich zu Makrophagen differenzieren konnen. EPO 
kann die Makrophagenabwehr in der Entzundung und bei Infektionsreaktion 
hinsichtlich der nachfolgenden und notwendigen Gewerbereparatur und 3-D- 

15 Regeneration beschleunigen. 

Die chemotaktischen Funktionen der Makrophagen werden durch EPO mitko- 
ordiniert. Die ortsstandigen, im Bindegewebe befindlichen Monozyten konnen in 
das Geweberecruitment durch EPO hineingezogen werden, wodurch diese im 
2 0 Sinne von systemisch und lokal verfugbaren Progenitoren und fur eine 
ortsstandige Reparatur direkt beitragen konnen. 

EPO koordiniert die Funktion des retikoenterialen Systems (RES). Dieses wird 
in einem Netzwerk retikularer Fasern zusammengeschlossen und bezieht die 
25 Endothelzellen von Leber, Milz und Knochenmark mit ein. Daneben werden 
durch EPO die Lymphozytenaktivitat, die der Plasmazellen, Makrophagen und - 
immunmodulatorisch - die der Mastzellen koordiniert. 

Im Anschluss an traumatische Vorgange koppelt EPO die an sich bekannten 
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Einzelfunktionen dieser Zellen mit dem Strukturaufbau und der regioselektiven 
Geweberegeneration. Danach kommt es liber Ruckopplungseffekte zum Ab- 
klingen der Entzundungsreaktionen und damit auch zu einem Abklingen von 
Autoimmunphanomenen, die auch uber Antikorperbildung vermittelt werden 
5 kflnnen. Hierbei wird EPO erfindungsgemaR therapeutisch als Medikament ge- 
nu tzt. 

Bei der Geweberegeneration kommt es zur Ausbildung von Bindegewebs- 
strukturen und dem Aufbau lockerer Bindegewebsstrukturen (Subkutis der 
10 Haut, bei Hohlorganen, wenig spezialisiertes Bindegewebe). EPO fuhrt zur 
Ausbildung des Bindegewebes (ungeordnetes und geordnetes Bindegewebe, 
der Ausbildung in Bandern, Ligamenten, Faszien, Sehnen und der Koordination 
mit elastischen Strukturen und deren dreidimensionaler Vernetzung, die gewe- 
bespezifisch vermischt oder auch gallertartig ausgepragt wird). 

15 

EPO unterstutzt den Aufbau der Retikulumzellen, die insbesondere das retiku- 
lare Bindegewebe wiederherstellen. EPO unterstutzt den Aufbau des Fettge- 
webes und der darin eingeordneten Progenitoren durch Recruitment und Ein- 
satz der Propagationsfunktionen des EPO. 

20 

Durch die erfindungsgemafte Wirkung kommt es zur Verbesserung der Stutz- 
funktionen und der KraftUbertragung dieser Bindegewebskomponenten. Es 
kommt zur Verbesserung des Stoffaustausches, da das Bindegewebe Korper- 
gefa&e fuhrt. Es kommt zur Verbesserung der Speicherfunktionen der Binde- 
25 gewebsstrukturen mit einer Einlagerung von Lipiden, Glycosaminoglycanen. 
EPO fuhrt therapeutisch zur Verbesserung der Wasser- und Elektrolytfunktion. 

Es kommt durch EPO zur Verbesserung der Schutzfunktion, da es zum Wie- 
deraufbau mechanischer Barrieren gegeniiber pathogenen Krankheitserregern 
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kommt. Es kommt zu reparativen Prozessen im Anschluss an Entzundungen, 
da die Gewebsstrukturen wiederhergestellt werden. EPO unterstiitzt erfin- 
dungsgemaB die Parenchym- und Strukturregeneration. 

5 Dies ist im Unterschied zu sehen mit der Ausbildung von Granulationsgeweben 
(wie diese fur eine sogenannte Wundheilung charakterisierend sind), die im 
Sinne einer Wundheilung zu Ersatzgeweben und damit lediglich zu Ersatzfunk- 
tionen fuhren. Hierunter versteht man die Ausbiidung von Narbengeweben und 
lockeren fasrigen Geweben, die eine Defektdeckung erreichen konnen, die je- 

10 doch mit hohen funktionellen Verlusten verbunden sind. ErfindungsgemaR be- 
sitzt EPO hier einen strukturbildenden Prozess im Sinne der Wiederherstellung 
des ehemaligen Gewebes. In besonders grossen Defekten konnen Kombinati- 
onen mit Platzhaltermaterialien jedoch den strukturbildenden Prozess unter- 
stutzen und fordern (morphologisch und funktionell). Dies hat grosse Bedeu- 

15 tung fur das Tissue Engineering, da jegliche zur Integration verwendeten 
scaffold Materialien (z.B. Tragermaterialien fur GefaBe, Herzklappen, Trans- 
plantate) mit EPO kombiniert werden konnen. Permanente Implantate (nicht 
biodegradable Materalien) konnen zur besseren Gewebeintegration beschichtet 
werden (z.B. metallische und keramische Prothesen). 

20 

3. BlutgefaB- und Lvmphkreislaufsvstem 

EPO fiihrt zu einer Wiederausbildung des BlutgefaBsystems und auch der gro- 
Ben BlutgefaRe - nicht nur der Kapillarstrukturen, wie bisher bekannt. Zu den 
25 Strukturen der groBen BIutgefaBe gehoren auch die Venen und Arterien (gros- 
ser und kleiner Korperkreislauf). 

Weiterhin ermoglicht EPO Regenerationsprozesse innerhalb von Gewebe- 
strukturen, die auch das Lymphkreislaufsystem betreffen, und der Lymphge- 
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fafce selbst. Die Wiederherstellung durch EPO-Integration betrifft nicht nur die 
Tunica Intima, das Endothel, sondern vor allem auch die Tunica Media, die aus 
Bindegewebe und Muskelzellen besteht. Weiterhin die Tunica Externa, die eine 
langslaufende Bindegewebslage bildet. Wichtig bei der Ausbildung der GefaBe 
5 sind die verschiedenen Typen der Arterien. So gibt es Arterien vom elastischen 
muskularen Bautyp und unterschiedliche Bindegewebsstruktur, die durch rege- 
nerative Prozesse mitinduziert werden, namlich die Membrana Elastica Interna 
und die Membrana Elastica Externa, sowie die Ausbildung von vasovasalen 
Gefallen. Hierbei werden Fettzellen in die Wandschichten integriert. Bei den 

10 Arterien vom elastischen Bautyp ermoglicht EPO die Regeneration der 
Membrana Elastica Interna neben der Tunica Externa mit den Vasovasolen. Bei 
den Arterien vom muskularen Bautyp, Querschnitt 0,1 bis 7mm, ermoglicht EPO 
eine kraftige Ausbildung der glatten Muskulatur in der Media. Weiterhin ermog- 
licht EPO die Ausbildung der subendothelialen Bindegewebslage. Es kommt 

15 zur Wiederherstellung typischer Aufbauformen, wie der Tunica Intima, wie bis- 
her bekannt als Endothelzell-Komponente, aber auch vor allem der Membrana 
Elastica Interna, den elastischen Phasenstrukturen, Muskelzellen, Tunica Me- 
dia, Membrana Elastica und Tunica Externa. Auch raumlich geometrische An- 
ordnungen wie die Ausbildung muskularer Venolen im Bereich begleitender 

2 0 Venolen in einer spezifischen geometrischen Anordnung der Nachbarschaft 
werden durch die therapeutische EPO Gabe ermoglicht. 

Es handelt sich nicht urn 2-dimensionale Verbindungsprozesse mit einem 
Konglomeratbildungs-Schub, sondern urn spezifische 3-dimensionale Struktur- 
25 bildungsprozesse. EPO und TPO sind erfindungsgemafc somit nicht mit den 
bekannten Proliferationsfaktoren im Sinne klassicher Wachstumsfaktoren 
gleichzustellen, sondern wirken eher im Sinne "3-D Regenerationsfaktoren". 

Ahnliche Ergebnisse finden sich im Bereich der EPO-Stimulation bei Venen mit 
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der Ausbildung der Tunica Intima, Tunica Media und Tunica Adventitia. Weiter- 
hin konnen die Venenklappenstrukturen insbesondere in Verbindung mit scaf- 
fold Materialien in geometrische Formen regeneriert werden, oder auch scaf- 
folds soweit dies in groBeren GefaBbereichen nach traumatischen Verletzungen 
5 und degenerativen Prozessen moglich ist. 

Bei groBeren Volumendefekten konnen unter Umstanden Tragermaterialien mit 
implantiert werden, so dass die EPO-Wirkung auf den Remodelling-Prozess 
und die Integration in den Gesamtorganismus fokussiert wird. Bei kompletten 
10 regenerativen Prozessen vor allem bei parenchymatosen Strukturen werden 
diese GefaBe jedoch mit gebildet. 

Es gibt keine Beschrankung auf verschiedene GefaBstrukturen, z.B. arterive- 
nose Anastomosen. In Verbindung mit einer therapeutisch gegebenen EPO- 

15 Gabe konnen insbesondere auch altersbedingte Veranderungen der BlutgefaBe 
und degenerative Strukturen revidiert werden. Im Alterungsprozess kommt es 
zur Ausbildung glatter Langsmuskulaturstrukturen. Degenerative Prozesse be- 
deuten nach dem Bauprinzip der Gewebsstrukturen angelegte Neostrukturbil- 
dungsaktivitaten. Diese konnen als de novo hergestellte GefaBe in Gewebs- 

20 strukturen aufgebaut werden und sind nicht primar pathologisch verandert. 

Die Entzundungsreaktionen konnen mittels EPO-Gabe erfindungsgemaB mo- 
delliert werden. Mittels EPO-Gabe gibt es Regenerationsprozesse im Bereich 
des Endokards wie auch des Myokards. Das Epikard ist ein Blatt des Herzbeu- 
25 tels, das durch EPO-Gabe in eine Regeneration gefuhrt wird. Das parietale 
Blatt Perikard stellt eine seriose Membran dar, die aus einer Mesothelzell- 
schicht, die auf einer Bindegewebslage ruht, besteht. Im Bereich des Herzens 
kommt es zu einer Regeneration der Herzventile und auch der Chordae tendi- 
nae insbesondere dann, wenn Strukturhilfen (scaffolds) in Verbindung mit 
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Stammzeilbesiedelung und EPO-Gabe herbeigefuhrt werden. Die Wiederaus- 
bildung des Reizleitungssystems kann nach regionaler Zerstorung erfolgen. 
Hierzu zahlen auch Purkinjefasern, sowie der Atrioventikular-Knoten, der auch 
repariert werden kann. Zusatzlich werden Lymphgefa&e, Nerven, Herzge- 
5 flechte, Koronaarterien-Strukturen miteinander kombiniert. 

Der Aufbau der Lymphgefafte und Lymphkapillaren erfolgt durch EPO-Gabe 
entsprechend der normalen Form- und SammelgefaSe (Tunica Intima, Tunica 
Medica und Tunica Adventitia). Regenerative Prozesse konnen auch den Be- 
10 reich des Ductus thoraticus betreffen. 

Klappen- und SammelgefaRe stellen Fatten dar, die ebenso bei strukturellen 
Aufbauprozessen mitintegriert werden. Beim BlutgefaSsystem kommt es zu 
einer Aktivierung von Angioplasten, die zum Teil aus peripheren, aber auch re- 
gionalen Progenitoren rekrutiert werden. Zunachst kommt es zur Anlage von 
Kapillaren, die aus Endothel-Zellstrukturen bestehen. Wichtig im Anwendungs- 
bereich von EPO ist jedoch, dass der Strukturaufbau initiiert werden kann, in- 
dem die nachgeschalteten muskularen Strukturen und Bindegewebsstrukturen 
aufgebaut werden. 

Das Reizleitungssystem spielt eine gro&e Rolle fur die Koordination der EPO 
Wirkung, da es Interaktionen zu den modulierenden Zellen und Knoten gibt. 

Zu den Zellen des Immunsystems gehoren Lymphozyten, Makrophagen, Plas- 
25 mazellen, Stammzellen. Das Maschenwerk retikularen Bindegewebes verbindet 
die Zellen des Immunapparates im Immunsystem. Durch EPO-Gabe kommt es 
zu einer beschleunigten Reparatur des retikularen Bindegewebes, der Retiku- 
lumzellen und der Retikulumfasern. Ebenso konnen Thymusstrukturen wieder 
repariert werden. Histologisch werden dort Rinden- und Markstrukturen wieder- 
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hergestellt. Histologisch komrnt es bei der EPO-Gabe zu einer Regeneration 
auch von Lymphknoten, die wiederum Intermediarsinus, Marksinus-, Randsi- 
nus-, Kapsel- und Bindegewebssepten, aber wie auch abftihrende Lymphge- 
fa&e, Lymphknotchen oder Markstrangen ausbilden konnen. 

5 

Die histologische Organisation entspricht nach erfolgtem ReparaturprozeB und 
der koordinierten Zusammenfassung einer ublichen Struktur mit Kapsel- und 
Bindegewebssepten, Hilusbindegewebe und zufiihrenden/abfuhrenden Lymph- 
gefaSen, Lymphknotchen, Markstrangen und abfuhrenden LymphgefaBen. 

10 

Regenerative Prinzipien konnen auch im Bereich der Milz zu einer Wiederher- 
stellung der normalen Kapsel, der Partikelstrukturen und des Hilus fiihren. 
Weiterhin finden wir fur die Wiederherstellung der weiBen Pulpa Malpighikor- 
perchen der Milzsinusplatten in den Milchstrangen. Der Blutkreislauf der Milz 
15 wird wiederhergestellt, wobei Arterien der Milz, Milzsinusvenen und Pulpavenen 
zusammen gefuhrt werden. Die weiBe Pulpa und die Verbindung der Lymph- 
scheiden wird wiederhergestellt. 

Durch EPO Gabe nach Verletzungen komrnt es zu einer dreidimensionalen In- 
2 0 teraktion der Basalmembranen, der Retikulumzellen, der Retikulumfasern und 
der Erythrozyten, Es komrnt zur Ausbildung offener und geschlossener Kreis- 
laufsysteme. Hierbei ist die Interaktion mit Makrophagen, die aus Knochen- 
markszellen entstehen konnen, von Bedeutung, urn endogene Kaskaden inner- 
halb des Korpers und der Vermittlung von Wachstumsmediatoren (Wachstums- 
25 hormon) initiieren zu konnen. 

4. Haut/Cutis 

Reparative Prozesse nach Verbrennungen, Trauma, Verbruhungen, mechani- 
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schen Verletzungen oder Entziindungen im Bereich der Haut sind sehr vielfal- 
tig. Durch Gabe von EPO oder TPO kann mit und ohne strukturelle Ersatz- 
strukturen eine Regeneration erreicht werden. 

5 Insbesondere bei chronischen Erkrankungen, Durchblutungsstorungen, diabeti- 
schen Ulzera, Phanomenen auch immunologischer Natur kann EPO hier mo- 
dellierend eingreifen. Histologisch gesehen kommt es zu einer Wiederausbil- 
dung einer normalen Epidermis, Dermis und einer Subkutis, die eine entspre- 
chende Vaskularisation mit Makrostrukturen erreicht. An den Handflachen und 

10 Fuftsohlen kommt es zur Ausbildung des stratum basale, stratum granulosum, 
stratum lucidum, stratum coneum. An der Dermis und der AuBenseite kommt es 
zur Ausbildung von Dermispapillen. An der Epidermis (innere Oberflache) wer- 
den die entsprechenden Epidermisvertiefungen wieder ausgebildet. ZusStzlich 
werden Anhangsgebilde und deren Ausbildungen aus Progenitoren mitunter- 

15 stiitzt. Ein Problem beim bisherigen Tissue Engineering war die Verbindung 
struktureller Reparatur mit der Ausbildung von Hautanhangsgebilden im Be- 
reich der Haut. 

Durch Gabe von EPO konnen Interaktionsprozesse im Bereich des Melanozy- 
20 tensystems des Menschen erreicht werden. Physiologische Ruckkopplungspro- 
zesse zwischen Augen, Hirnhaut und der Ausbildung der Pigmentierung wer- 
den berucksichtigt, da es sich hier nicht um isolierte Zellverbindungen, sondern 
organtypische Regenerationsprodukte handelt. 

25 Reparative Prozesse des dermalen Anteiles beinhalten muskulare Strukturen 
(musculus arector pili), taktile Strukturen, auSere Wurzelscheide der Haare und 
innere Wurzelscheide und auch die Haarzwiebelstruktur. Diese ragt unter Um- 
standen in das Fettgewebe hinein. Bei den Haaren und Haarfollikeln kornmt es 
zur Ausbildung von bindegewebigen Wurzelscheiden, die eine wichtige Funkti- 
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onsstruktur in der Regeneration beinhaltet. Daraus bilden sich Glashaut, au- 
fcere Wurzelscheide, innere Wurzelscheide und das letztendliche Haar. Ahn- 
liche Prozesse konnen im Bereich der Nagelregeneration unterstutzt und her- 
beigefuhrt werden. Innerhalb der Gewebestrukturen werden SchweiBdrusen mit 
5 ausgebildet. In den Hautstrukturen werden perifollikulare Netzstrukturen, Netze, 
subkapiliare Arteriennetze, termale Venennetze wieder ausgebildet 

5. Verdauunqssvstem 

10 Durch die EPO-Gabe kommt zur Wiederherstellung der innersten Schicht der 
Schleimhaut, Tunica mukosa und der Bindegewebsschicht der sogenannten 
Lamina propria. Die tiefste Schicht bildet eine Lage glatter Muskulatur die La- 
mina muskularis mukosae. Der Schichtaufbau wird wie folgt: Serosa-Zellen 
dann Muskularis, Submukosa und Mukosa. Diese Strukturen werden durch 

15 Verdauungsdrusen durchzogen und Schleimhautdrusen befinden sich in der 
Mukosa. Zusatzlich regenerieren Submukosadrusen und der Plexus myinteri- 
cus (Auerbach) und der Plexus submukosa (Meiftner). Im Bereich der Zunge 
regenerieren die blattformigen Papillen. Im Bereich der Mundes werden im Be- 
reich der Gewebsregeneration auch Geschmacksknospen mit regeneriert. 

20 Diese sind aufgebaut aus Basalzelle Typ 4, Stutzzelle Typ 1 , Rezeptorzelle Typ 
3, Glykoproteine und Geschmacksporen. Die seromukose Speicheldruse be- 
steht aus Streifenstucken, Schaltstucken, mukosen Endstucken, Basal- 
membranen, myoepitelialen Korbzellen und serosen Endstucken. Wichtige 
reparative Prozesse konnen bei Paradontose auch im Bereich des Zahnbe- 

25 reichs erfolgen. Zum Beispiel betrifft das die Strukturen des Periodontiums in 
Verbindung mit dem Alveolarknochen und dem Wurzelkanal mit Apex. Die re- 
parativen Prozesse konnen durch Hinzufuhrung von stammzellbesiedelten Cal- 
ziumphosphatstrukturen oder anderen mineralischen Ersatzmaterialien, die mit 
EPO beschichtet werden, erreicht werden. Die von EPO unterstiitzte Ausbil- 
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dungen eines Regenerationsprozesses erfolgt im Bereich von Zysten im Be- 
reich der Kieferhohlen, Unterkieferstrukturen, nach Wurzelentfernung und Neu- 
reparatur dieser Strukturen vor Oil: in vivo. 

5 Die entsprechenden Materialien und Odontoblasten konnen in vitro ebenso 
durch EPO- Gabe vorbereitet werden. 

Osteochondrale Strukturen wie zum Beispiel der osteochondrale Zylinder kon- 
nen in vitro vorbereitet und vivo unter EPO-Gabe wachstumsregenerationsfor- 

10 dernd implantiert werden. Die Ausbildung der Wurzelkanalstrukturen mit Neoin- 
nervation wird fiber EPO beschichtete Leitstrukturen, die hineingegeben wer- 
den, gefordert. Hier helfen Molekule der extrazellularen Matrix, die in Be- 
schichtungsprozessen auch als Peptidstrukturen herbeigefuhrt werden konnen. 
Die Schmelzorganstrukturen zusammen mit Pulpaodontoplasten, Zwischenzo- 

15 nenschmelz-Pulpa konnen im Wachstumsprozess nach Verletzungen und 
traumatischen Prozessen unterstutzt werden. Die reparativen und regenerati- 
ven Prozesse fokussieren sich auf den Bereich des umgebenden Bindegewe- 
bes und die Integration der Zahnstruktur oder auch eines Implantates im Be- 
reich des Kiefers. Das Pulpa-Bindegewebe und die Ausbildung mit Blutgefafien, 

2 0 die den Apex des Wurzelkanals ein- und ausdammen, spielt hier eine groBe 
Rolle fQr die Innervation. Das Peridontium (Wurzelhaut) wird so regeneriert. Die 
Sharpeyfasern durchziehen die Wurzelhaut und sind im Zement bzw. Alveolar- 
knochen verankert. 

25 EPO fiihrt zur regenerativen Prozessen in diesem Bereich nach Entzundungen 
und traumatischen Reaktionen. Im Bereich des Zahnfleisches kommt es durch 
EPO-Gabe bei Entzundungsphanomen bei Paradontose zur Verbesserung des 
reparativen Prozesses. 



WO 2005/063965 



- 32 - 



PCT/EP2004/014839 



Schlund: 

Regenerative Prozesse konnen auch durch EPO-Gabe auf den Pharynxbereich 
in der Wiederherstellung des plasmatischen Mehrreihenepithels ausgedehnt 
werden. Auch hier konnen Tunica muscularis und Tunica adventitia koordiniert 
5 wiederhergestellt werden. In den Lymphozytenstrukturen innerhalb der Gau- 
menmandel werden Kryptastrukturen und Kapselstrukturen wiederhergestellt. 
Regenerative Prozesse konnen auch entzundete Strukturen, wie bei Tonsillitis 
regioselektiv in der Regeneration fordern. 

10 Rumpf/Darm: 

Im Darmbereich gibt es hoch regenerative Epithelanteilen, die sich innerhalb 
von 24 bis 48 Stunden erneuern konnen. Bei Entziindungsreaktionen kommt es 
zu einer Storung dieser reparativen Tatigkeit, so dass unterstiitzende Effekte 
durch EPO/TPO hier eine Kompensationsreaktion des Korpers ermoglichen 

15 konnen. Hierdurch kommt es zur Wiederausbildung von Epithelstrukturen wie 
Lamina propria, Tunica mucosa; Lamina muscularis mucosae , Tunica submus- 
cosa, Ringmuskulatur, Tunica muscolaris und Langsmuskulatur und Tunica ad- 
ventitia, die als reparative Prozesse den gesamten Darmwandbereich durch- 
ziehen wurden, so dass eine selektive, oberflachliche auch intramurale und 

2 0 tiefmurale Regeneration ermoglicht wird. Diese Prinzipien konnen uber den ge- 
samten Bereich des Magen-Darm-Traktes beginnend von Schlund, Mund bis in 
die Speiserohre und in den Enddarm fortgefuhrt werden. Im Osophagus konnen 
die Lamina muscularis mucosae, Lamina propria und das mehrschichtige 
Plattenepithel regeneriert werden. Serose Strukturen werden integriert und 

25 durch EPO Gabe repariert. 

Der Wiederaufbau der Magenwand insbesondere der Bereich der Areae gastrici 
mit Magengriibchen, Magendrusen, Lamina muscularis mucosae, an den Au- 
Senseiten Mesothel, dann subseroses Bindegewebe, Tunica muscolaris, Tu- 
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nica submucosa und Tunica mucosae ist moglich. In den Strukturen werden 
Belegzellen, Magendrusen, Hauptzellen, Lamina propria, muscularis mucosae 
und Tunica mucosae regeneriert, ebenso das Oberflachenepithel. Regenerative 
Prozesse auch im Bereich der Zellen des Corpusfundus-Drusenbereiches bein- 
5 halten die Wiederausbildung von Hauptzellen. Die Verbindung zu Belegzellen 
ist gegeben. Die durch EPO erfindungsgemafc erreichte Stimulation beinhaltet 
auch die Regeneration von Zellen die vasoaktive Substanzen wie Polypeptide 
freisetzen und die Bildung der enterochromaffinen Zellen (ECN), die Serotonin 
freisetzen. Magendrusen konnen regeneriert werden. Es ist bekannt, dass sich 

10 das Oberflachenepithel des Magens innerhalb von drei Tagen erneuern kann. 
Bei starken traumatischen, entzundlichen Verletzungen, Regenerationssto run- 
gen hilft die Gabe von EPO diese Regenerationsfahigkeit wiederherzustellen. 
Im Bereich des Dunndarms kommt es zur Wiederausbildung der Lamina 
propria, der Lamina muscolaris mucosa, der Solitarfollikel, der Tunica submu- 

15 cosa, der Ringmuskulatur, der Langsmuskulatur, der Tunica serosa. In den 
Strukturen werden die Darmzotten wieder ausgebildet und ebenso das Solitar- 
follikel und die Kerkringschen-Falten. Ebenso werden die Krypten wiederherge- 
stellt. Die Krypten enthalten sogenannte Panethzellen. Diese konnen Sekretge- 
nerat im Drusengrund ausbilden. Peyerscheplaques befindet sich in der Lamina 

2 0 propria des Duodenums. Die Endstucke der Brunnerschen Drusen zeigen nach 
EPO Regeneration charakteristische mukose Zellen, ein helles Zytoplasma und 
an der Zellbasis liegende flache Zellkerne. Die Dickdarmregeneration bei EPO 
Gabe spielt insbesondere nach operativen Entfernungen eine wichtige Rolle. 

25 6. Skelett 

EPO fuhrt zur Regeneration des Skelettgewebes mit der Unterteilung in straffes 
collagenes Bindegewebe, Knorpelgewebe und Knochengewebe. Bei den 
Chondrozyten fordert EPO die Ausbildung der interzellularen Substanzen und 
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fuhrt zu funktionellen Verbesserungen, der Chondrozytenstrukturen. EPO un- 
terstutzt die Ausbildung der Wachstumszonen und die Ausbildung des Peri- 
kondiums (umgebende Bindegewebsstruktur, Ausnahme Gelenk) nach trauma- 
tischen Effekten. Bei Erwachsenen konnen sich Knorpelzellen bekannterweise 
5 nicht mehr vermehren, da die Knorpelbildungsaktivitat des Perikondiums auf die 
Zeit des Korperwachstums vor dem Erwachsenenalter beschrankt ist. Durch 
Gabe von EPO konnen diese Regenerationsprozesse therapeutisch beeinflusst 
und die ansonsten auftretende Bildung von Bindegewebszellen als Defektfull- 
material vermieden werden. Teilweise konnen hiermit der plastische Prozess, 

10 d.h. die Umbildung von Fibroblasten und Chondrozyten in dem Recruitment der 
EPO-Gabe eine Rolle spielen. Therapeutisch wird EPO eingesetzt in der Rege- 
neration von Knorpelstrukturen, wie z.B. hyaliner Knorpel im Bereich der Ge- 
lenkflachen fur die Kehlkopfenden, Luftrohre, Bronchien und einen Teil des Na~ 
senskelettes. Erfindungsgemafc fordert EPO die Bildung der Knorpelkapseln 

15 und die Ausbildung der Proteoglycane / Kollagene. ErfindungsgemaB ist eine 
Verbindung mit Stammzellen mogiich. Aber auch isoliert wird EPO eingesetzt, 
um elastischen Knorpel zu regenerieren, der z.B. im Kehldeckel-Knorpelbereich 
lokalisiert ist. Hierzu zahlen auch die Knorpel des auSeren Ohres und der Ohr- 
trompete. EPO wird erfindungsgemaS eingesetzt, um auch Faserknorpel im 

2 0 Verbindungsbereich von Gelenken wiederherzustellen. Hierzu zahlen die Re- 
generationsprozesse im Bereich der Zwischenwirbelscheiben, intraartikularen 
Fortsatzen, Scheiben und Menisken. ErfindungsgemaB konnen im adulten Or- 
ganismus die ansonsten verlorenen regenerativen Veranderungen des Knor- 
pels wieder aktiviert werden, die Regeneration, der Neuaufbau und die Prote- 

25 oglycan / Collagensynthese der Chondrozyten wieder beginnen. Die Verkal- 
kung des Knorpels kann an den nicht erwunschten Stellen verhindert werden. 

Erfindungsgemafc fuhrt EPO in therapeutischen Bereichen zur koordinierten 3- 
D Regeneration von Knochengewebe als Komplettstruktur inkl. der GefaBe. Bei 
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grofceren Defekten konnen Ersatzstrukturen anorganischer Oder biologischer 
Tragermaterialien eingefuhrt werden. Hier kann eine Kombination zwischen 
phasenreinem Tricalziumphosphat und einer EPO-Beschichtung durchgefuhrt 
werden. 

5 

Alternativ konnen Hydroxy l-Appatite Oder auch biologischer Knochen allogenen 
oder xenogenen Ursprungs nach entsprechender Behandlung entsprechend 
eingesetzt werden. Erfindungsgemaft wirkt die Gabe von EPO, auf das Periost 
und Endost und fiihrt zu einem Recruitment und Vermehrung der dort befindli- 

10 chen Progenitoren. Danach kommt es zur Ausbildung von Lamellen, Ausbil- 
dung von Osteozyten und der entsprechenden Lakunen und Kanalikuli. Erfin- 
dungsgemafc wird EPO zur Knochenregeneration eingesetzt, und es kommt zur 
Ausbildung der Haverskanale, Knochenkanalchen der Schaltlamellen, der La- 
kunen, konzentrische Lamellen, die eine benachbarte Lamellensystemabgren- 

15 zung und Verbindung ermoglichen. Uberraschenderweise werden Volkmann- 
Kanale als knocherne Strassen fur die BlutgefaBe gefunden. EPO stimuliert die 
Osteoprogenitoren-lnduktion, Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten. 
EPO fiihrt bei Osteoblasten zu einer Neosynthese und Induktion der Interzellu- 
lar-Substanzen des Knochens. Die Gewebebildung beinhaltet die Ausbildung 

20 von knochenspezifischen Zellen. EPO fordert die Ausbildung von Ossifikati- 
onskanalen und die Ausbildung von Knochenbalkchen und die Integration 
vaskularer Bindegewebsstrukturen, Ausgehend von Verletzungen, z.B. Unfal- 
len, Trauma aber auch Entzundungsreaktionen, kann EPO die Koordinations- 
aufgaben in der Wiederherstellung der Gewebestrukturen iibernehmen, so dass 

25 Zonen von Knorpelabbau, KnochenneubHdung mit Zonen der Knorpelverkal- 
kung, Zonen der Chondrozytenhypertrophie, Teilungszonen (Saulen, Knorpel 
und Reserveknorpelzonen (hoher Knorpel)) entstehen. 

ErfindungsgemaB fordert EPO die Vaskulogenese auch im Bereich des Kno- 
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chens, insbesondere die Ausbildung einer Arteria Nutricia, die Metaphysenge- 
fafce und die EpiphysengefaSe. Zusatzlich werden die PeriostgefaSe ortsspezi- 
fisch integriert. 

5 EPO fordert die Ausbildung des Nukleus pulposus und Anulus pulposus sowie 
des hyalinen Knorpels im Bereich der Zwischenwirbelscheiben. In Gelenk- 
strukturen werden AuSenligamente, Innenligamente und Kapselverstarkungs- 
bande in der Ausbildung gefordert. Reparaturprozesse der Synovialmembran 
sind hierbei beinhaltet. ErfindungsgemaB fordert EPO nach Entzundungsreakti- 
10 onen die Wiederausbildung der glatten Muskulatur, der gestrafften Muskulatur 
und des Myokardgewebes. 

7. Glatte Muskulatur 

15 Die Histogenese der glatten Muskelzellen wird durch EPO in der Ausbildung 
und Differenzierung zu Myoblasten aus Mesenchymzellen gefordert. In der 
Skelettmuskulatur fordert EPO die Ausbildung des Perimysium und des Endo- 
mysium. Durch EPO kommt es zu einer Integration und Koordination des Ein- 
wachsens motorischer Nervenfasern und der Ausbildung motorischer Endplat- 

20 ten. EPO fordert die Histogenese des Herzmuskels. Die Herzmuskulatur besitzt 
normalerweise keine oder nur sehr geringe Regenerationsfahigkeit. EPO wird 
erfindungsgemaS eingesetzt urn die Geweberegeneration der glatten Muskel- 
zellstrukturen, der Skelettmuskulatur und des Herzmuskelgewebes zu erreichen 
und ein imunmodulatorischen Abkling-Effekt durch Ruckkopplung zu erreichen. 

25 Dies ist von Bedeutung fur die Therapie bei entzundlichen autoimmunen Mus- 
kelerkrankungen. 

8. Nervengewebe 
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In der dreidimensionalen Geweberegeneration spielt die Verbindung mit Ner- 
vensystemen und Innovationsprozessen eine groGe Rolle. Erfindungsgemaft 
wird EPO zu einer Koordination der Vaskulogenese mit der Neurogenese und 
der Zusammenfuhrung dieser Strukturen in der Innovation von parenchymen 
5 Drusen, Geweben und Organen verwendet. Hierdurch kommt es zur Wieder- 
ausbildung von synaptischen Kontakten, der Ausbildung von Neuronen als La- 
mina und vertikalen Einheiten und der Ausbildung von Nervenfasern und Fa- 
sertrakten. Verbindungsstrukturen im Bereich der Ganglienplexen werden her- 
vorgerufen. Die Hirnnerven und Kranialnerven werden einbezogen, die Spinal- 

10 nerven werden nach Trennungen regeneriert und sowohl efferente motorische 
als auch afferente oder sensible Strukturen werden wieder neu geschaltet. Un- 
terstutzend konnen Nervenleitschienen eingesetzt werden, die aus Biopolyme- 
ren, (biodegradable oder nicht-biodegradable (Silikon, Polyurethan)) bestehen 
konnen oder biologischen Ursprungs, oder synthetischen Ursprungs (z.B. 

15 Collagen, Elastine, Fibronektine, Polylaktid, Polyhydroxybutyrate, Seide) sein 
konnen und in Kombination mit Stammzellen verwendet werden konnen. Die 
Stammzellen konnen mesenchymalen Ursprungs sein. Sie konnen aber auch 
aus den Gewebestrukturen der neuronalen Strukturen direkt rekrutiert werden, 
wobei es sich nicht um eine Apoptosevermeidung handelt, sondern urn eine 

2 0 Initiation des Neuritenwachstums und der Vermehrung in eine gerichtete drei- 
dimensionale Struktur. 

Ein wichtiger Effekt der EPO-Wirkung ist die Geweberegeneration im Bereich 
der Bindegewebsstrukturen des zentralen Nervensystems, insbesondere der 
25 Meningen und deren begleitenden BlutgefaSe. Diese Wirkung ist sehr wichtig 
fur die Regeneration von Ganglien und Sinnesorganen. ErfindungsgemaS wird 
die Ausbildung von Axonstrukturen und die Ausbildung von Axonen ermoglicht. 
Die elektrophysiologische Aktivitat und der axonale Transport wird wieder her- 
gestellt, sobald eine Quervernetzung erreicht wird. Durch kombinierte Gabe mit 



WO 2005/063965 



-38- 



PCT/EP2004/0 14839 



Vitaminen, zum Beispiel Vitamin C, konnen diese Prozesse unterstiitzt werden. 
Wichtig aber ist die erfindungsgemafce Wirkung in der Gewebsregeneration in 
dem Zusammenspiel zwischen einer Aktivierung durch ortsstandige Plasma- 
zellen, Makrophagen, Lymphozyten unter Umstanden Mastzellen, die zu einem 
5 zellularen Rekruitment und einem reparativen Verhalten fuhren (nach therapeu- 
tischer EPO-Gabe). Im zentralen Nervensystem kann EPO erfindungsgemafc 
auch fur die Regeneration im Bereich degenerierter Strukturen eingesetzt wer- 
den. Hierzu zahlen Morbus Parkinson und Degeneration im Striatumbereich 
sowie Morbus Alzheimer und die amyotrophe Lateralsklerose, die auch in die 

10 Peripherie ausstrahlt sowie die Multiple Sklerose und bei organisch bedingten 
Depressionen. Wichtig hierbei ist die Behandlung mit Entzundungsreizen, so 
dass die Aktivierungskaskade, die durch EPO ermittelt wird, initiiert werden 
kann. Eine stereotaktische Implantation mit mesenchymalen Progenitoren und 
neuronalen Vorlauferzellen wie auch die Verwendung ortsstandiger Progenito- 

15 nen regionaler und peripherer Monozyten kann durch EPO therapeutisch ver- 
starkt und zur Regeneration gefuhrt werden. Das Ziel ist die Ausbildung neuer 
neuronaler Zellen des Zentralnervensystems. ErfindungsgemaS kommt es da- 
nach zu einer Funktionsaufnahme der Zellen mit einer Bildung neuroaktiver 
Peptide und Endorphinen sowie z.B. Serotonin, Dopamin, Noradrenalin, Actyl- 

20 cholin. Synaptische Prozesse werden wieder verbunden. In Begleitfunktionen 
der Regeneration werden auch nicht die neuronalen Zellen des ZNS, wie zum 
Beispiel die protoplasmatischen Astrozyten, der fibrillare Astrozyt, Oligodendro- 
zyten, Mikrolia (Glioblasten) und das Ependym miteinbezogen. Das Nervenge- 
webe wird durch EPO nicht nur in einer neuronalen Regeneration, sondern 

25 auch in der begleitenden Stiitzzellstruktur der sogenannten Neuroglia gebildet. 
In der Proportionalitat ubertreffen die Neurogliazellen die neuronalen Zellen bis 
zum Faktor 10. Sie bilden das BindegewebsstrukturgerQst des ZNS und fuhren 
die Blutgefafce. Dies hat eine wichtige regenerative Komponente fur den struk- 
turellen Wiederaufbau. Als Ependym versteht man die Epithelauskleidung der 
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inneren Oberflachen der Ventrikel im ZNS. 

EPO fuhrt erfindungsgemaG zu einer Regeneration der Axonenhullen, einer 
sogenannten Schwannschenscheide. EPO fordert die Ausbildung der Myolin- 
5 scheide (Markscheide). Im ZNS liefern Oligodendrozyten die Myolinscheiden. 
Dies ist therapeutisch besonders wichtig bei Erkrankungen der Markscheiden- 
ausbildung. Bei den peripheren Nerven werden die Begleitzellen induziert, 
Ganglien zu umkleiden. Die Schwannzellen werden durch EPO stimuliert im 
Bereich des Regenerationsprozesses die neue Ausbildung der peripheren Ner- 
10 ven mit zu ermoglichen. Es kommt hier zur Ausbildung der interperiodischen 
Linien der Myelinsegmente. 

EPO fordert erfindungsgemaB die Ausbildung der grauen und weiRen Substanz 
und deren gewebespezifische Differenzierung im ZNS. EPO unterstutzt die 

15 Ausbildung von Ganglien (Ansammlung von Nervenzellen auSerhalb des ZNS). 
Nach traumatischen Situationen kommt es zur Regeneration dieser Strukturen. 
Die Regenerationsprozesse auch im regenerativen Bereich werden uber die 
EPO-Modulation zu einer Neoinnervation gefuhrt, wobei es ausgehend von 
Tranendruse, Unterkieferdriise, Unterzungendruse sowie Ohrspeicheldruse, 

2 0 Herz, Kehlkopf, Luftrohre, Bronchien, Lunge, Magen, Dunndarm, Blutgefafce 
des Bauchraumes und weitere BlutgefaRe, Leber, Gallenblase, Gallengange, 
Bauchspeicheldruse, Nebennierenmark, Dickdarm, Mastdarm, Niere, Harnblase 
und Geschlechtsorgane zu einer Neoinnervation kommt als reparativer Pro- 
zess. Im Bereich des sympathischen Grenzstranges und des sympatischen 

25 Gangliums (Ramus communicans albus und ramuns communicans griseus und 
nervus splancnicus, Ganglium coeliacum und ganglium mesintericum superius) 
kommt es zu reparativen Prozessen. Die Nervenendungen konnen durch die 
Regenerationsprozesse auch in die mehrschichtigen Plattenepithelstrukturen 
integriert werden. 
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Histologisch werden Endkolbenstrukturen, Korperchen und sogenannte Pacini- 
Korperchen an den sensiblen Strukturen wiederhergestellt. EPO unterstutzt die 
Ausbildung der Dura mater, deren Struktur wiederum Bindegewebsleitstruktu- 
5 ren sensibler Nervenblutgefafce enthalt. Dadurch kommt es zur Ausbildung 
Subduralraumes (Ausbildung des duramatis spinalis) und des Epiduralraumes. 
Die dura mater encephalica haftet am dem SchSdelknochens an und wird durch 
die EPO-Stimulation im Rahmen des Regenerationsprozesses wieder aufge- 
baut. Die Arachnoidia erstreckt sich in den Subarachnoidialraum. EPO-Regene- 

10 rationsprozesse stimulieren auch die Wiederherstellung des Subarachnoidial- 
raums und der weichen Hirnhaut. Diese kann Beziehungen zum kardiovaskula- 
ren (Virchow-Raum) aufnehmen. EPO fuhrt zu einer Wiederherstellung der 
dunnen Bindegewebslage die die Oberflache von Gehirn und Ruckenmark be- 
deckt. Es kommt zur Regeneration der venosen Sinus der Arachnoidiazotten. 

15 Insbesondere der plexus chorioidius und die Hirnventrikel werden regeneriert. 
Die erfindungsgema&e Gabe von EPO fuhrt bei Entzundungsprozessen zu ei- 
ner Wiederausbildung der Bluthirnschranke durch strukturelle Geweberegene- 
ration. Die funktionelle Bedeutung dieser Regeneration die sich uber das ge- 
samte Hirngewebe einschlieRlich der medulla oblongata mit Ausnahme der 

20 Neurohypophyse erstreckt, ist von grower Bedeutung fur die Homoostase des 
ZNS. Die Barriere wird mit Astrozyten durch EPO-Gabe wieder erneut ausge- 
bildet. 

Histogenese des Nervensystems durch EPO-Einwirkung 

25 

Nach Trauma im zentralen Nervenbereich und degenerativen Prozesse sind 
das Zusammenspie! zwischen Gliazellen, Oligodendrozyten, Neuronen, Subdu- 
ralraum und BlutgefaBen gestort. Diese raumlichen Verbindungen und die darin 
befindlichen Begleitzellen sind in einer Histogenese physiologisch beteiligt. 
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Dennoch kommt es bei Verletzung zu Heilungsproblemen, da die neuronaien 
adulten Gewebe nicht regenerationsfahig im gewunschten Umfang sind. Durch 
die Gabe von EPO kann erfindungsgemafc dieser Prozess in eine regenerative 
Richtung beschleunigt gefuhrt werden und die strukturelle Wiederherstellung 
5 durch die Verbindung der strukturellen Anteife mit den Parenchymanteilen er- 
reicht werden. In der Embryonalentwicklung lauft dieser Entwicklungsschritt 
nach einem festgesetzten Zeitplan ab. EPO ist im ZNS eine vermittelnde 
Struktur in Verbindung mit z.B. dem Nervenwachstumsfaktor (NGF). Die man- 
gelnde Regenerationsfahigkeit des ZNS im adulten Organismus wird durch 

10 EPO-Gabe dadurch kompensiert, dass ein Recruitment der ortsstandigen Zel- 
len, immunmodulierende Zellen, Abraumzellen (Makrophagen) und Stammzel- 
len erfolgen kann. Stammzelien (z.B. autolog aus peripheren Blut CD45 positi- 
ven Zellen, mesenchymal Stammzelien, aus Fettgewebe, aus Nabelschnur- 
gewebe) und andere Stammzelien konnen kombiniert werden. Die Verwendung 

15 autologer Gewebe ist der Verwendung allogener Zellen (z.B. embryonaler Zel- 
len) vorzuziehen, von dem EPO Effekt aus immunologischen Grunden abzu- 
trennen aber nicht auszuschliessen). 

In Kombination mit stereotaktischen Operationen oder Infusionen konnen die 
2 0 Progenitoren ortsspezifisch positioniert werden. Durchtrennte oder verletzte 
periphere Nervenfasern konnen durch EPO-Gabe in Verbindung mit Leitstruktu- 
ren, Leitschienen oder auch in Verbindung mit biologischen Strukturen vor Ort 
(aus der unmittelbaren Umgebung) in die gewunschten Bereich gelenkt werden 
z.b. auch durch Fibrinstrukturen. Fibroblastenstrukturen konnen auch in ande- 
2 5 ren Bereichen mit Stammzelien und EPO integriert werden. Alternativ konnen 
auch biologische Matrixmolekule auf der Basis von Kollagenen oder Elastinen 
in rekombinanter Form oder bestehend aus Peptidsequenzen, in Gemische 
eingebracht werden, wodurch es zu Injektionslosungen kommt, die durch EPO- 
Gabe vermittelt werden konnen. Parallel kann die Neuregeneration auch sys- 
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temisch unterstutzt werden durch Gabe von EPO. Ohne die Gabe von EPO und 
die Stammzellunterstutzung kommt es zur sogenannten Wallerschen Degene- 
ration, die seit 1850 bekannt ist. Entlang des sogenannten Btingner Bandes 
kommt es zu Regenerationsprozessen. Im ZNS kommt es nach 12 bis 24 Stun- 
5 den nach einer Lasion zu terminafen Degenerationsphanomenen. Der Zellkor- 
per lost sich durch Chromatolyse auf. Die regenerativen Prozesse, die durch 
EPO beschleunigt werden, fuhren zu einem Axonenaufbau. Durch EPO wird die 
Nesselsubstanz und der Golgi-Apparat erneuert. Die Schwellungen des Zell- 
korpers nehmen ab, wahrend in physiologischer Weise in der ersten Woche 

10 nach einer Lasion Regenerationsphanomene bei peripheren Axonen auftreten. 
Durch die erfindungsgemafce Gabe von EPO kommt es zu Beschleunigungen 
der Regeneration, sodass unterhalb einer Woche bereits Regenerationspha- 
nomene, wie die Ausbildung von Philopodien und protoplasmatischen Wachs- 
tumskeulen ermoglicht werden. Die axonalen Philopodien benotigen normaler- 

15 weise zwei Wochen, um in den Schwannzellen Hohlen in das distale Segment 
einzuwachsen. Durch biologische Strukturen und Kollagene konnen diese 
Strukturen bei Komplettdurchtrennung uberbruckt werden. Eine Anwendungs- 
form fur die Nervenschienung stellen z.B. EPO beschichtete Kollagenrohrchen 
dar. Andere Tragermaterialien wie Polylaktid bzw. Poldhydroxyalkanoate kon- 

2 0 nen ebenso verwendet werden. Die Kombination mit Stammzellen und autole- 
gem oder allogenem Fibrin als Leitstruktur ist moglich. 

Bei Polymyolitis-Zustanden wird durch EPO-Gabe eine Neosynthese des Peri- 
neuriums erreicht. Dieser fordert die Ausbildung von kollateralen Sprossungen 
25 imZNS. 

9. Leber 

Nach viralen Infektionen der Leber (z.B. Hepatitis A, B, C, D) kann es zu Rege- 
nerationsdefekten der Leber kommen. Die Lebercirrhose stellt das Endstadium 
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eines Regenerationsdefektes der Leber dar, bei der es zu bindegewebigem 
Ersatz der parenchymatosen Zellen gekommen ist, da die korpereigene Rege- 
neration nicht entsprechend mit der Rate einer durch Noxen bedingten Schadi- 
gung durch kontinuierliche Regeneration mithalten kann. 

5 

Nach Trauma und operativen Eingriffen, z.B. bei Tumorresektionen der Leber, 
kommt es zu einem akuten Verlust viablen Gewebes und zur Gewebezersto- 
rung. 

10 Erfindungsgemaft kommt es nach Gabe von EPO zur beschleunigten Regene- 
ration der Hepatozyten und nicht-parenchymalen Zellen der Leber bis zur 
Restitutio ad Integrum. Charakteristisch hierfur ist die Wiederausbildung einer 
normalen Leberlappchen Architektur, die Wiederausbildung des interlobular 
Bindegewebes, der Zentralvenen und der Glisson-Trias: Dort werden erkennbar 

15 die Gallengange, Lymphgefalie, periportale Bindegewebe, Arterien und Vena 
interlobularis neben den Leberzellen wiederhergestellt. 

Die spezifische Ausbildung der intralobularen Retikuiinfasergeflechts und der 
Lebersinusoide wird wieder hergestellt. Der histologische Aufbau nach Regene- 
20 ration zeigt die typische Balkenstruktur. Die Fensterungen im Bereich der En- 
dothelzellen weisen auf eine typische Leberauspragung hin. Wichtige Initiator- 
zellen nach Trauma sind die Kupfferzellen die IL-6, IL-1, TNF-alpha freisetzen. 

Die Gabe von EPO fQhrt zu deutlich hoheren Regenerationsprozessen selbst 
25 im Vergleich zu Lebergewebe ontogenetisch junger Lebern. In vitro-Faktorer- 
hohung urn Faktor 10 bis 30 werden erreicht 

10. Gallenblase: 

Bei Entzundungen der Gallenblase und auch nach mechanisch bedingten Ver- 
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letzungen der Gallenblase kommt es bei therapeutischer EPO Gabe zu einer 
Wiederherstellung des normalen Wandaufbaues wie folgt: Bindegewebe (Kap- 
sel, rnit Leberkapsel verwachsen), Tunica muscularis, Luschka Gange, Lamina 
propria (reich vaskularisiert) und Tunica mucosa (mit Epithel, einschichtig, 
5 hochprismatisch). LymphgefaSe, Nerven aus dem Bereich des Vagus werden 
wieder angeschlossen. 

1 1 . Pankreasregeneration: 

Die EPO Gabe unterstutzt eine Regeneration der B-Zellen, D-Zellen und A- 
10 Zellen des Pankreas. Die Regeneration beginnt aus den kleinen Epithelstran- 
gen, die aus den Ausfuhrungsgangen hervorgehen. Die Venen und Arterien des 
Pankreas werden mitregeneriert. 

Die regenerativen Prozesse betreffen den endokrinen und exokrinen Anteil 
nach Trauma, entzundlichen Erkrankungen oder immunologischen Automim- 
15 munprozessen. 

12. Nasenhohle und Nasennebenhohlen: 

Septum nasi, Vestibulum nasi, Nasenhohle, Nasenmuscheln unterliegen nach 
Verletzungen und EPO Gabe regenerativen Prozessen. Das Epithel wird wie- 
2 0 derhergestellt und ebenso die lamina propria (straffes, kollagenes Bindegewebe 
mit tubuloalveolaren mukoserosen Drusen), GefaBe mit arteriovenosen 
Anastomosen und Schwellkorpern, adrenerge und cholinerge Nerven. Im Be- 
reich der Riechschleimhaut wird das sehr hohe Epithel und die serosen Bow- 
man-Drusen wiederaufgebaut. 

25 

13. Kehlkopfbereich (Larynx): 

Das mehrreihige hochprismatische Flimmerepithel, die lamina propria, die sero- 
sen Drusen und die gemischt - seromukosen Drusen werden durch EPO / TPO 
Gabe mit und ohne Stammzellkombination wieder hergestellt. 
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14. Luftrohre: 

Wiederherstellung des typischen Wandaufbaues mit Perichondrium, hyaliner 
Knorpel, Perichondrium, lamina propria mit seromukosen Drusen, Submukosa, 
5 Lamina propria und Epithel. Die Adventitia wird an der Peripherie regeneriert 
und die Knorpelspangen durch glatte Muskulatur verbunden. Im Eptihel befin- 
den sich Becherzellen, Basalzellen und Flimmerzellen. Ebenso endokrine (Pa-) 
Zellen, Typ I und Typ II Biirstenzellen. 

10 

15. Lungen: 

Die komplexe 3-D Architektur und Struktur der Lunge wird erfindungsgemalS 
wie folgt wiederhergestellt. Arteria bronchialis, Drusen, Bronchus, Aste der arte- 
ria pulmonallis, Bronchiolen, glatte Muskulatur und Aste der vena pulmonalis, 

15 ducti alveolari, Alveolensackchen und die Pleura-Umkleidung wird dreidimensi- 
onal zusammengefuhrt. In den bronchopulmonaren Segementen werden inter- 
segementale Septen, Segementvenen und Segmentarterien regeneriert. In den 
Bronchien werden Epithel, lamina propria, tunica muscularis, Drusen und Knor- 
pel regeneriert. In den Alveolen wird die Blut-Luft Schranken-Funktion wieder- 

2 0 hergestellt. Elastinstrukturen werden regeneriert. Alveolarepithelzellen (Typ I 
und II) treten wieder auf. Blutgefafce, Lymphgefafce und Nerven (plexus pulmo- 
nalis) werden dreidimensional koordiniert duch EPO und / Oder Stammzellinteg- 
ration eingefugt. 

25 16. Harnsvstem: 

Die regenerativen Wirkungen im Bereich der Niere blieben bisher unbekannt, 
da EPO bei chronisch insuffizienten Nieren substitutiv fur den EPO Mangel ein- 
gestetzt wurde. Bei traumatischen Verletzungen, Entzundungen und toxischen 
Oder immunologischen Schadigungen kommt es erfindungsgemaB durch EPO 
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Gabe mit und ohne Stammzellen / Progenitoren zur Regeneration der urologi- 
schen Systeme. In der Niere kommt es zur Regeneration der Rindenstruktur, 
der Nierenkelche, des Marks, der Markstrahlen, Nierenpyramiden und der Co- 
lumna renalis. 

5 

Es kommt zur Regneration der Mesangialmatrix, der Mesangiumzellen, des 
Glomerulus (mit lamina rara interna, lamina densa, lamina rara externa. Die 
strukturellen Beziehungen der Kollagenfilamentbundel, der Mesangialzellen, 
Podozyten und Endothelzellen werden wieder hergestellt. In der Nierenrinde 
10 werden Sammelrohr, Hauptstiick, Mittelstuck, Macula densa, juxtaglomulare 
Zellen und Vas afferens regeneriert. Im Mark der Niere kommt es zur Wieder- 
ausbildung der charakterisistische interstitiellen Zellen und des ductus papilla- 
ris. 

15 Die Harnleinterstruktur wird in die Tunica adventitia, Ringmuskulatur und 
Langsmuskulatur der Tunica muscularis, lamina propria, und Epithel (tunica 
mucosa) regeneriert. Die Harnblase wird zur Wiederherstellung des Epithels, 
lamina propria (tunica mucosa), tunica submucosa (Langs- und Ringmuskula- 
tur) und auSere Langsmuskulatur gefuhrt 

20 

Die weibliche Harnrohre wird mittels EPO und / oder Stammzellen zur Regene- 
ration der Tunica muscularis, des venosen Geflechtes, der Drusenlakunen, der 
lamina propra und des uberwiegend unverhornten Plattenenepithels gefuhrt. 
Bei der mannfichen Harnrohre wird die pars prostatica, der musculus sphincter 
25 uretrhae und das diaphragma urogenital, utriculus prostaticus, pars membra- 
nacea, pars spongiosa und die fossa navicularis regeneriert. Auf die Schleim- 
haut der pars spongiosa folgt das corpus spongiosum. Nach traumatischen 
Verletzugnen oder operativen Eingriffen kann EPO in Verbindung mit Fibrinkle- 
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ber mit und ohne Stammzellen in die strukturellen Defekte verbindend injeziert 
werden oder entsprechend topisch aufgebracht werden. 

17. Endokrine Drusen: 
5 Im Bereich der Hypophyse, Epiphyse, SchilddrCise, Nebenschilddruse, 
Bauchschpeicheldruse (Langerhansinseln), Nebennieren, Ovarien und Hoden 
kann es durch traumatische Verletzungen, Operationen (z.B. Tumorresektio- 
nen) zu Gewebeverletzungen kommen. In diesen Fallen kann EPO erfindungs- 
gemaft in Verbindung mit Stammzellen aus dem autologen Knochenmark, Na- 

10 belschnurstammzellen, Progenitoren aus dem peripheren Blut (Monozyten) 
oder durch Recrutiering ortstandiger Progenitoren zu einer Geweberegenera- 
tion fuhren bzw. diese unterstutzen. In der Adenohypophyse werden die ba- 
sophilen Zellen, die arteriae hypophysales superiores und inferiores, die gomi- 
toli sowie die Portalgefa&e wiederhergestellt. Die Neurohypophyse wird in ihrer 

15 Zusammensetzung mit Pituizyten, marklosen Nervenfasern aus neurosyekre- 
torsichen Neuronen im Hypothalamus regeneriert. Hierzu werden erfindungs- 
gemafJ EPO - Fibrinstrange als Leitstrukturen mit Stammzellen zwischen den 
Regionen gelegt. Kapselstrukturen werden wie auch in anderen Hirnregionen 
regeneriert. Bei der Epiphyse wird Habenula, Recessus pinealis, Lappchen- 

20 strukturen, Hirnsand, Bindegewebssepten und Pia mater (Kapsel) wieder her- 
gestellt Nervenfasern, Pinealozyten, Astreozyten werden in die spezifischen 
Strukturen der Epiphyse verbunden. 

Die Schilddruse unterliegt haufigen operativen Eingriffen. Die Follikelepithel- 
25 zellen, C-Zellen, Bindgewebsstrukturen werden entsprechend regeneriert. 

Nebennieren bestehen nach der erfindungsgemaGen Regeneration aus Kapsel, 
zona glomerulosa, zona fasciculata, zona reticularis. Spongiozyten befinden 
sich in der zona fasciculata. 
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18. Fortpflanzungssvstem: 

Regenerative Reparaturprozesse konnen erfindungsgmalJ durch strukturelle 
Prozesse bei Ovarien zu einer Wiederherstellung des funktionellen Aufbaues 
fiihren. Hierzu sind insbesondere die Regenerationsprozesses des Stroma ova- 
5 rii, der tunica albuginea, die granulosa Zellen, theca folluculi interna und ex- 
terna involviert. Die Mesothelauskleidung wird nach Verletzungen wieder ge- 
schlossen. In den Eileitern wird der Wandaufbau wiederhergestellt (Epithel, la- 
mina propria (Schleimhaut)), Ringsmuskulatur, Langsmuskulatur (Muskel- 
schicht), subseroses Bindegewebe, Mesothel (Serosa)). 

10 

In der Ampulle des Eileiters werden Drusenzellen, lamina propria und Flimmer- 
zellen regeneriert. Corpus uteri wird in Endometrium, Myometrium und Peri- 
metrium strukturell regeneriert. Schleimhaut (Epithel, lamina propria), Muskel- 
schicht (Langsmuskulatur, musculus bulbospongiosus) und Adventitia der Va- 

15 gina werden regeneriert. LymphgefaBe und Nervenversorgung werden wieder- 
hergestellt. Neben dem gesamten Gewebebereich der weiblichen Geschlechts- 
organe sind ebenso bei den mannlichen Geschlechtsorganen Reparaturpro- 
zesse nach Trauma und sonstigen Verletzungen moglich. So werden u.a. Ho- 
den, Nebenhoden, Penis (inkl. corpus cavernosum), Ductus seminiferus, Pros- 

2 0 tata und deren strukturelle Einbindung in das umgebende Weich- und Hartge- 
webe koordiniert regenerierbar. Die blutversorgenden Strukturen, LymphgefaBe 
und Nerven werden reintegriert. 

19. Milchdruse: 

25 Der strukturierte Aufbau in Lappchen, Bindegewebe, Milchsackchen, Ausfuh- 
rungsgange mit dem histologischen Detailaufbau Alveolen, intra- und interlo- 
bulares Bindegewebe, Milchgang, Myoepithelzellen findet durch Regeneration 
wieder statt. Insbesondere nach Tumorresektionen oder plastischen Eingriffen 
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kann das Brustrdilsengewebe in Verbindung mit biologisch modellierbaren 
scaffolds, EP und Stammzellen neu aufgebaut werden. 

20. Zentrales Nervensvstem: 
5 Im Gehirn und Ruckenmarkbereich spielen insbesondere mechanische und 
ischamische Insulte mit nachfolgender Gewebedegeneration bzw. Strukturun- 
terbrechungen eine klinisch bedeutende Rolle. Graue und weiSe Substanz, 
Kleinhirn, Mittelhirn und Grosshirn, Kerngebiete und Faserbahnen werden 
strukturell zusammenfuhrt und regeneriert. 

10 

Zum Zwischenhirn zahlt der Epithalamus, Thalamus dorsalis, Subthalamus und 
Hypothalamus. Der Bereich des Endhirns umfasst zytoarchitektonsich ca. 50 
Felder die strukturell regeneriert werden konnen. Die Hauptgebiete sind Fron- 
tallappen, Temporallappen, Parietallappen und Okzipitallappen. Die Septumre- 

15 gionen, der Bulbus olfactorius sowie die Cortexbereiche konnen regeneriert 
werden. Zu dem Regenerationsbereich der Basalganglien gehoren das Corpus 
striatum mit Nucleus caudatus und Putamen, das ventrale Striatum, sowie 
nucleus accumbens und der nucleus basalis. Durch die Regenerationsprozesse 
konnen die Ausfalle motorischer Areale mit den dazugehorigen Lahmungen und 

2 0 die Ausfalle sensorischer Neurone revidiert werden. Die Schadigungen im Be- 
reich der motorischen Rinde (z.B. durch Geburtstraumata und Unfalle) mit den 
daraus resultierenden spastischen Lahmungen konnen revidiert werden. Bei 
den Schadigungen der Vorderhorne mit den einhergehnden schlaffen Lahmun- 
gen konnen ebenso regenerative Prozesse induziert werden. Storungen der 

2 5 Hippocampusfunktionen rufen schwere Storungen im Bereich der Orientie- 
rungs- und Merkfahigkeit hervor (Korsakoffsyndrom). Bei Schadigungen korti- 
kaler Neurone kann die damit einhergehende Gefahr der Alzheimerentstehung 
eingedammt werden. Bei zerebrovaskularer Insuffizienz bis zum Hirninfarkt 
konnen reparative Prozesse durch Regeneration eingeleitet werden. 
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21. Auqe: 

Die Regenerationsprozesse erstrecken sich auf die Hornhaut, Bindehaut, Re- 
genbogenhaut, Schlemmkanal, Ziliarmuskel, Linse, Zonulafasern, Ora serrata, 
5 musculus rectus medialis, Glaskorper, Retina, Gefafce, dura mater, arachnoi- 
dea, Sehnerv, arteria und vena centralis retinae, Netzhaut, Aderhaut und Le- 
derhaut. Der spezifische Aufbau der Cornea mit Kollagenlamelle, Fibroblasten, 
Elastinfaseren, Kollagenlamelle, Bowmann Membran, Epithelschicht wird wie- 
derhergestellt. Die Sklera (Lederhaut) wird in lamina fusca, substantia propria 
10 und Episklera regeneriert. Linsenepithelien, Augenlider mit epidermalen und 
dermalen Anteilen, Unterhaut, Schweissdrusen, Haarfollikeln, Epithel, lamina 
propria, Tarsus, Melborn-Driise, Moll-Druse, musculus levator palpebrae, mus- 
culus orbicularis oculi wird wiederhergestellt. 

15 22. Ohr: 

Ohrrnuschel, Mittelohr, Trommelfell, Paukenhohle, Gehorknochelchen, Muscu- 
lus stapedius, musculus tensor tympani, antrum mastoideum, cellulae mastoi- 
deae und Ohrtrompete, Innenohr und knochernes Labyrinth, Cochlea mit den 
dazugehorigen Nerven, Labyrinth und entsprechend das Corti - Organ sind 
2 0 erfindungsgemaB in die regenerative Prozesse miteinbezogen. 

II. Ausfiihrungsbeispiele 

25 1 . Zelltransplantation 
Hepatozyten: 

Leberzellen werden durch Collagenase-Verdau in ublicher Weise aus nicht 
tranplantierbaren Organen bzw. Leberresektaten isoliert. (Bader, A., Rinkes, 
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I.H.B., Closs, I.E., Ryan, CM., Toner, M., Cunningham, J.M., Tompkins, G.R., 
Yarmush, M.L. (1992) A stable long-term hepatocyte culture system for studies 
of physiologic processes: Cytokine stimulation of the acute phase response in 
rat and human hepatocytes. Biotechnol Prog. 8, 219-225.) 

5 

Die isolierten bzw. vorkultivierten Zellen werden in flussigem Stickstoff gelagert. 
Nach dem Auftauen der Zellen entsprechend bekannter Protokolle (Karim, N., 
Allmeling, C, Hengstler, J.-G., Haverich, A., Bader, A. (2000) Diazepam meta- 
bolism and albumin secretion of porcine hepatocytes in collagen-sandwich after 
10 cryopreservation. Biotechnol Letters 22: 1647-1652) werden die Hepatozyten 
Suspension / Kulturen mit 100-150 lU/kg/KGW Epoetin alfa (bezogen auf den 
Empfanger) versetzt. Epoetin alfa wird hierzu in einer sterilen Losung in einem 
Volumen von 1 - 1.5 ml einer 10 ml Hepatozytensuspension mit einer Konzent- 
ration von 2-10 Millionen / ml Zellen zugegeben. 

15 

Diese Suspension wird langsam (1 ml / Minute) intraportal injiziert. Die Suspen- 
sion kann zusatzlich mit 1000 IE Heparin versetzt werden, urn eine Thrombo- 
sierung zu vermeiden. 

2 0 Alternativ kann das Zell / EPO Gemisch auch unter die Leberkapsel oder direkt 
in das Leberparenchym an mehreren Stellen injiziert werden. Hierzu empfiehlt 
es sich die Konzentration der Hepatozyten urn den Faktor 2-5 zu erhohen und 
das injizierte Volumen entsprechend zu reduzieren. 

2 5 Die Stichkanale werden mit handelsublichen Fibrinkleber (Baxter Tissucol) ver- 
schlossen. Alternativ kann eine Tamponade mit Kollagenflies verwendet wer- 
den. Die Tamponade kann ebenso mit der Epoetin alfa Losung versetzt wer- 
den. Es ist darauf zu achten, dass die Tamponade an der Adhasionsstelle noch 
trocken bleibt. 
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Der Fibrinkleber stellt ein 2 Komponentenmix dar. Oblicherweise besteht eine 
Komponente aus Fibrinogen und die andere aus einer Aktivierungslosung mit 
Ca ++ und Proteinaseinhibitoren (z.B. Aprotinin). in die Aktivierungslosung kann 
5 Epoetin aifa durch Hinzumischen auf eine Endkonzentration von 100-150 
lU/kg/KGW gegeben werden. 

In analoger Weise konnen Stammzellen aus dem Knochenmark, dem Fettge- 
webe, einem spezifischen Parenchym oder dem Blut (Aufreinigung aus Buffy 
10 Coats, CD 34 positive Zellen) aus Nabelschnurblut und den mesenchymalen 
Zellen aus dem Nableschnurgewebe verwendet werden. 

Parallel zur Zelltransplantation in ischamisch, toxisch, infektios oder mecha- 
nisch (traumatisch) geschadigte Bereiche konnen die Zellen in einen Fibrinkle- 
15 ber oder autologes Plasma eingebracht und unter Zusatz von Epoetin alfa (100- 
150 lU/kg/KGW) zur Polymerisation gebracht werden. 

Parallel dazu kann eine EPO-Gabe von jeweils 10000 IE s.c. begonnen wer- 
den, so dass insgesamt 40000 IE innerhalb einer Woche appliziert werden. 

20 

Das Ergebnis ist eine urn den Faktor 2-3 erhohte Geweberegeneration, die zu 
einer strukturellen Reparatur fuhrt. 

25 2. Postoperative Gabe 

Nach ausgedehnten Operationen im Herz-Thorax-Gefafcbereich, der Visceral- 
chirurgie, der Plastischen Chirurgie aber auch nach ausgedehntem Trauma 
entstehen Defektsituationen, die zu einer vitalen Gefahrdung des Patienten fuh- 
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ren konnen. 

Epoetin alfa wird hier in einer Konzentration von 100-150 lU/kg/KGWgegeben. 

5 Durch die EPO Gabe kommt es zu einer endogenen Erhohung des Wachs- 
tumshormons um den Faktor 2, wodurch die Geweberegeneration nach der 
Operation beschleunigt wird. Die restitutio ad integrum tritt um ca. 1-2 Wochen 
fruher als bei vergleichsweise ohne EPO Gabe behandelten Patienten ein. 

10 EPO kann auch nach einer split liver Transplantation bzw. Lebertranplantation 
zur Induzierung der Leberregeneration gegeben werden. 

Nach einer Lebertransplantation kommt es vor, dass das transplantierte Ge- 
webe - Oder bei Lebendspendern - das verbleibende Gewebe nicht rasch genug 

15 und in ausreichender Masse als aktives Gewebe zur Verfugung steht. In die- 
sem Fall kann bereits 24 h vor der Operation und zum Zeitpunkt der Operation 
und danach in 24 h Abstanden 100-150 lU/kg/KGW Epoetin alfa gegeben wer- 
den. Hierdurch kommt es zu einer deutlich beschleunigten Leberregeneration 
wobei postoperativ insbesondere am 4-5 Tage eine Volumenzunahme im Ultra- 

2 0 schall diagnostizierbar ist. 

3. Gabe nach operativer Leberresektion bei gut - und bosartigen Tumoren 

25 Bei einer ausgedehnten Leberresektion besteht der Bedarf, eine beschleunigte 
Regeneration zu erreichen, da die Verfugbarkeit einer ausreichenden Zell- 
masse wichtig fur das Uberleben der Patienten ist. Nach operativer Resektion 
kann bei systemischer Gabe 100-150 lU/kg/KGW Epoetin alfa oder einer ent- 
sprechenden Menge bei topischer Applikation (in Fibrinkleber, Plasma) gege- 
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ben werden. 

Bei Verdacht auf persistierenden Tumorbefall bzw. nicht ressezierbaren Tu- 
mormetastasten konnen sowohl systemisch als auch topisch entsprechend dem 
5 Tumortyp und der Prognose Qbliche Cytostatika in Kombination mit EPO verab- 
reicht werden. 

Nach Resektion und Gabe von EPO kommt es zu einem beschleunigten Gros- 
senwachstum der behandelten Gruppe um 30% im Verhaltnis zu einer nichtbe- 

10 handelten Gruppe. Vor allem die Hepatozyten an den Resektionsflachen treten 
verstarkt in den strukturellen Wachstumsprozess ein. Es kommt zu einer voll- 
standigen Ausbildung des GefaSbaumes und des darum befindlichen Gewe- 
bes. Hierbei sind die Hepatozyten in typischer dem normalen Organ entspre- 
chender Weise in Lobuli mit Gefaftversorgung, Zellplatten mit nichtparenchy- 

15 malen Zellen (Kupffer, Pit, Ito - und Endothelzellen) angeordnet. 

Es kommt zu einem systemischen Grossenwachstum. Das Grofcenwachstum 
endet bei Erreichen der initialen Grosse. 

2 0 Die Gruppe mit perioperativer EPO-Gabe weist bereits am 1-2 Tag postoperativ 
einen um etwa 0.5 g/dl hoheren Hb-Wert auf. Dies ist als Zeichen der bekann- 
ten Wirkung des EPO zu werten. Parallel kommt es jedoch zur Leberregnera- 
tion. Hier vermehren sich nicht nur die Hepatozyten sondern alle Zelltypen und 
vor allem auch die Bindegewebsstrukturen, die das Architekturgerust der Leber 

2 5 darstellen. 



Versuchsdurchfuhrung: 
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28 weibliche Schweine (Gewicht 40,0 - 62,0 kg) wurden nach dem Zufallsprin- 
zip in drei Gruppen aufgeteilt. Die Teilentfernung der linksseitigen Leber wurde 
mit der Technik der Bauchendoskopie durchgefiihrt. 

5 Der Kontgruppe (n=16) wurde kein EPO gegeben. Der Gruppe 2 (n=6) wurde 
eine Kombination aus 10.000 Einheiten EPO und einem Fibrin-Dichtungsmittel 
(Quixil) lokal auf die Leberresektionsoberflache gegeben. Gruppe 3 wurde glei- 
chermaften behandelt; die Schweine erhielten jedoch zusatzlich zur lokalen 
EPO Behandlung 10.000 Einheiten EPO systemisch am Tag 0, 3, 7 und 11. 

10 

Leberproben wurden von dem herausgeschnittenen Leberstuck am Tag 0, 24 
Stunden nach Resektion aus einem Bereich 1 cm unterhalb der Resektions- 
oberflache und 14 Tage nach Resektion unterhalb der Resektionsoberflache 
und des rechten seitlichen Lappens entnommen. 

15 

Fur den Nachweis von Ki-67 Antigen, PCNA (proliferating cell nuclear antigen = 
PZNA Proliferation Zellkern Antigen) und Apoptose, wurde der Streptavidin-Bi- 
otin Immunperoxidase Assay an mit Formalin fixierten und in Paraffinwachs 
eingebetteten Lebergewebe durchgefiihrt. 

20 
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4. Optimierte Endoprothese bzw. Implantate 

Implantate konnen aus biologisch abbaubaren aber auch aus permanenten 
Materialien bestehen. Ein Beispiel hierfur sind metallische Endoprothesen z.B. 
im Huftbereich. Im Anschluss an die Herstellung der metallischen Rohform wird 
eine Mikrostrukturieurng durch Abrasion, Atzen oder Laserbehandlung erreicht. 
Hierdurch konnen offene Porositaten und Rauhigkeiten im Bereich von .1 bis 
50-60 pm erzeugt werden. 

Diese Strukturen werden anschlieBend in einer Losung aus phasenreinem beta 
Tricalziumphosphat aufgefullt, so dass eine homogene Oberflachenbeschich- 
tung erreicht wird. Danach werden die Strukturen idealerweise einem weiterge- 
hendem Sinterungsprozess unterzogen, um die beta-TCP Strukturen zu festi- 
gen. 

In den mineralischen Strukturen konnen losliche Salze / Zucker eingebaut wer- 
den, bzw. Gasbildungen induziert werden um weitere interkonnektierende 
Porositaten zu erreichen. Im Anschluss an diesen Fertigungsprozess werden 
die Strukturen mit dem erfindungsgemaSen Wachstumsfaktor oder dessen 
Derivaten, Teilen oder Analoga impragniert bzw. beschichtet. Depots konnen 
entsprechend an den Oberflachen gesetzt werden, indem die Kavitaten sich mit 
EPO fullen bzw. slow release Substanzen verwendet werden. Alternativ kann 
auch unmittelbar vor der Implantation das steril aus der Verpackung entnom- 
men Implantat mit EPO und deren Analoga beschichtet werden. 

Es kommt dadurch zu einem verbesserten Gewebeverbindungsprozess mit 
dem Implantat. Der Knochen wird makrovaskular verbunden und dass Implantat 
beschleunigt und nachhaltiger ossar integriert. 
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ln ahnlicher Form konnen Implantate im Mund-, Kiefer - und Gesichtsbereich 
vorbereitet werden (Zahnimplantate). 

Eine Verbindung mit einer zellularen Besiedlung in Bioreaktoren mit Stamm- 
zellen ist moglich. 

Biologische Implantate (Gefafte, Herzklappen, Haut) und Membranen konnen 
ebenso mit EPO und Oder GH und oder TPO beschichtet werden. 

5. Behandlunq der Osteoporose 

EPO beschichtete Tricalziumphosphat Granula werden mittels einer Nadel- 
punktion in defizitare / rarefizierte Wirbelkorper in einer autologen Plasmalo- 
sung eingebracht. Dort werden die Granula beschleunigt in endogenen Kno- 
chen umgebaut und der Degenerationsprozess in einen anabolen Effekt umge- 
wandelt 

Der Effekt kann bei akut einbruchgefahrdeten Wirbelkorper verwendet werden. 
Eine Kombination mit einem Besiedlungsprozess vorteilhafterweise mit Stamm- 
zellen aus dem autologen Knochenmark bzw. dem Periost und Blut und / oder 
Fettgewebe. 

6. Indikation Knorpelreqeneration 

Knorpelzellen stellen stark bradytrophe Gewebe dar. Durch ein regionales 
Trauma und Abrasion entstehen Entzundungsprozesse, die in eine Arthitis 
mtinden konnen. Durch Gabe von EPO in den Gelenkspalt bzw. systemisch 
und / oder in Kombination mit zellularen Transplantaten von Chondrozyten bzw. 
osteochonralen Zylindern wird die Geweberegeneration und der strukturelle 
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Neuaufbau gefordert Die kombinierte systemische bzw. subkkutane Gabe von 
1 0000 IE / Tag ist moglich. 

7. Indikation Hauterkrankungen 

Schlecht heilende Wunden werden nach Vorbereitung des Wundbettes erfin- 
dungsgemafc mit EPO oder TPO (Derivate, Analoga, Teile) beschichtet. Hierzu 
wird bevorzugt ein mechanisches Debridement durchgefuhrt. In die Blutkoagel 
werden 10 000 IE EPO eingebracht. Diese Prozess kann bis zur Reinigung des 
Wundgrundes wiederholt werden. 

Das strukturelle Wachstum beginnt nach 2-3 Tagen fuhrt zur beschleunigten 
Ausbildung eines Granulaitionsgewebes. 

8. Indikation entzundliche Darmerkrankungen 

Bei Entzundungsphanomenen des Darmtraktes mit Gewichtsverlust und Ana- 
mie hat sich herausgestellt dass die Anamie nicht ein Sekundarphanomen auf 
Grund der schlechten Nahrungsresorption ist, sondern Begleiterscheinung 
eines originaren EPO Mangels sein kann. Die Gabe von EPO in 10 000 IE /Tag 
fuhrt zu einer Verbesserung der Darmwiederherstellung / Regeneration. 

9. Indikation Neuroreqeneration 

Nach Druchtrennungen des Ruckenmarks fuhrt EPO zu einem strukturellem 
Wachstum der Neurone und Neuaussprossung der Axone. Unterstutzend wirkt 
die Gabe von Vitamin C. 

EPO kann regional in Verbindung mit Fibrinkleber / autologem Plasma und / 
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Oder korpereigenen Stammzellen (Knochenmark, Blut CD 34, aus Fettzellen, 
Periost, Nabelschnur) gegeben werden. 

10. Indikation Parkinson / Beispiel einer chronischen Erkrankung mit bereits 
abgeklungener Entzundungsreaktion 

Autologe Makrophagen, die durch Stimulation mit degradablen Partikeln stimu- 
liert wurden, werden stereotaktisch in degenerierte Areale integriert. Parallel 
hierzu wird EPO (10 000 IE) in Verbindung mit autologen Stammzellen (0.3 ml) 
in das Areal injeziert. Parallel hierzu wird EPO uber 2 Wochen stemisch verab- 
reicht. Dieses Stimulationsprinzip der Induzierung einer Entzundung durch 
Makrophagen kann auch bei anderen chronischen Erkrankungen eingesetzt 
werden, bei denen kein akutes Trauma oder eine akute Entzundungsreaktion 
vorherrscht. 

11. Wundheilung nach Brandverletzung 

Bei 8 brandverletzten Patienten heilten bei EPO Gabe die Donorstelle des 
Hauttransplantates urn 50% schneller ab. Tief zweitgradige (Grad 2B) Verbren- 
nungswunden im Gesicht heilten ohne Narbenbildung ab, wenn EPO den 
Patienten gegeben wurde. Ohne EPO Gabe heilten derartige Wunden mit 
Narbenbildung ab. 
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Patentanspruche: 

1. Verwendung von hamatopoietischen Wachstumsfaktoren, insbesondere 
von Erythropoietin (EPO) oder von Thrombopoietin (TPO), oder deren De- 
rivate, Analoga oder Teile zur Herstellung eines Medikaments zur Forde- 
rung der strukturellen Regeneration von Gewebe. 

2. Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Gewebe zuvor traumatisiert ist. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, gekennzeichnet durch die 
Verwendung der Rezeptor-Binde-Domane der Wachstumsfaktoren bzw. 
deren Derivate oder Analoga. 

4. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass ein 
mimetisches Peptid eines der Wachstumsfaktoren, insbesondere EMP 
oder DMP, verwendet wird. 

5. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Wachstumsfaktoren oder deren Derivate, Analoga oder Teile 
gegenuber dem nativen Wachstumsfaktor zusatzliche Glykosylie- 
rungsstellen aufweisen. 

6. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Wachstumsfaktoren oder deren Derivate, Analoga oder Teile 
mit PEG konjugiert sind. 

7. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, gegenzeichnet durch die Verwen- 
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dung des Novel Erythropoiesis Stimulating Protein (NESP). 

8. Verwendung eines EPO induzierenden Faktors zur Herstellung eines 
Medikaments zur Forderung der strukturellen Geweberegeneration. 

9. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeich- 
net, dass zusatzlich einer der folgenden Faktoren eingesetzt wird: Soma- 
tostatin, Leukemia Inhibitory Factor (LIF), "Ciliary Neurotropic Factor" 
(CNTF), "Transforming Growth Factor beta" (TGF beta), Prostaglandine, 
GranuIozyten-Makrophagen-stimulierender Faktor (GM-CSF), Granulozy- 
ten-stirnulierender Faktor (G-CSF), Growth Hormone Releasing Hormone 
(GHRH), Thyrotropin-releasing Homone (TRH), Gonadotropin-releasing 
Hormone (GnRH), Corticotropin-releasing Hormone (CRH), Dopamin, An- 
tidiuretic Hormon (ADH), Oxytocin, Prolactin, Adrenocorticotropin, beta- 
Celltropin, Lutrotropin, Vasopressin, Nervenregenerationsfaktoren, vor- 
zugsweise Nerve Growth Factor (NGF), Gefafcregenerationsfaktoren, vor- 
zugsweise Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) oder Plateled De- 
rived Growth Factor (PDGF). 

10. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeich- 
net, dass Endothelzellen anwesend sind. 

11. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Regeneration des Gewebes lokal gelenkt wird. 

12. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Medikament enthaltend einen oder mehrere der Faktoren 
nach einem der Anspruche 1 bis 9 topisch verabreicht wird. 
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13. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Medikament enthaltend eine oder mehrere der Faktoren 
nach einem der Anspruche 1 bis 9 systemisch verabreicht wird. 

14. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeich- 
net, dass der Wachstumsprozess durch eine Tragerstruktur unterstutzt 
wird. 

15. Verwendung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Tra- 
gerstruktur mit einem der Faktoren nach einem der Anspruche 1 bis 9 be- 
handelt wird. 

16. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dass 
als Tragerstruktur ein Implantat, ein Transplantat oder ein Tragermaterial 
zum Wachstum von Zellen verwendet wird. 

17. Verwendung nach einem der Anspruche 14 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Tragerstruktur mit Zellen, vorzugsweise gewe- 
bespezifischen Zellen, Vorlauferzellen, Knochenmarkszellen, peripherem 
Blut, Fettgewebe oder Fasergewebe vorbesiedelt oder fur die in vivo Be- 
siedelung bzw. das induktive Remodelling in vitro vorbereitet wurde. 

18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass als Zel- 
len adulte Progenitorzellen, gewebespezifische Zellen, vorzugsweise 
Osteoblasten, Fibroblasten, Hepatozyten oder glatte Muskelzellen einge- 
setzt werden. 

19. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 18, dadurch gekennzeich- 
net, dass die sich wahrend des Regenerationsprozesses bildenden Zell- 
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aggregate eingekapselt und gegebenenfalls eingefroren werden. 

20. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 19, gekennzeichnet durch 
die Regeneration von Nerven-, Muskel-, Epithel- oder Bindegewebe sowie 
daraus abgeleiteter Organe und Strukturen. 

21. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 20 zur Regeneration der 
Leber, insbesondere bei Leberzirrhose, Hepatitis, akutem oder chroni- 
schem Leberversagen. 

22. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 20, gekennzeichnet durch 
die Behandlung zur Regeneration von Knochen, Knorpel, sowie Gewebe 
endokriner Organe, des Herzmuskels, von Herzklappen, Venenklappen, 
Arterienklappen, Haut, GefalJen, Aorten, Sehnen, Cornea, Tracea, Ner- 
ven, Miniskus, Diskus intervertebralis, Darmepithels, Ureteren, Urethra 
oder der Blase, sowie zur Behandlung von Degenerationserkrankungen 
oder zur Unterstutzung der Geweberegeneration bei chronischen Entziin- 
dungen wie z.B. bei Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa der diabetischen Ul- 
zera, Gingiva oder zur Anregung der GefaSneubildung im Anschluss an 
eine Gewebeverletzung. 

23. Tragerstruktur enthaltend mindestens einen hamatopoietischen Wachs- 
tumsfaktor oder dessen Derivate, Analoga oder Teile nach einem der An- 
spruche 1 bis 7 oder einen EPO induzierenden Faktor nach Anspruch 8. 

24. Tragerstruktur nach Anspruch 23 enthaltend zusatzlich mindestens einen 
der folgenden Wachstumsfaktoren: Somatostatin, Leukemia Inhibitory 
Factor (LIF), "Ciliary Neurotropic Factor" (CNTF), "Transforming Growth 
Factor beta" (TGF beta), Prostaglandine, Granulozyten-Makrophagen-sti- 
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mulierender Faktor (GM-CSF), Granulozyten-stimulierender Faktor (G- 
CSF), Growth Hormone Releasing Hormone (GHRH), Thyrotropin-relea- 
sing Homone (TRH), Gonadotropin-releasing Hormone (GnRH), Corti- 
cotropin-releasing Hormone (CRH), Dopamin, Antidiuretic Hormon (ADH), 
Oxytocin, Prolactin, Adrenocorticotropic beta-Celltropin, Lutrotropin, Va- 
sopressin, Nervenregenerationsfaktoren, vorzugsweise Nerve Growth 
Factor (NGF), GefaRregenerationsfaktoren, vorzugsweise Vascular En- 
dothelial Growth Factor (VEGF) oder Plateled Derived Growth Factor 
(PDGF). 

25. Tragerstruktur nach Anspruch 23 oder 24, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Tragerstruktur ein Implantat, ein Transplantat, ein Tragermaterial 
zum Wachstum von Zellen, ein Stent, ein Patch, ein Katheter, Haut, ein 
Hydrogel, ein Knochenersatzmaterial, ein allogenes, autologes oder xeno- 
genes, azellularisiertes oder nicht-azellularisiertes Gewebe, ein syntheti- 
sches Gewebe, ein Feeder-Layer oder ein FlielJ ist. 

26. Tragerstruktur nach einem der Anspruche 23 bis 25, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Tragerstruktur mit Zellen, vorzugsweise gewebespezi- 
fischen Zellen, Vorlauferzellen, Knochenmarkszellen, peripherem Blut, 
Fettgewebe oder Fasergewebe vorbesiedelt ist. 

27. Tragerstruktur nach einem der Anspruche 23 bis 25, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Wachstumfaktoren bzw. deren Derivate, Analoga oder 
Teile nach einem der Anspruche 1 bis 9 in eine biodegradablen Polymer- 
schicht eingebettet sind. 

28. Verfahren zur Herstellung einer Tragerstruktur fur die Zellregeneration, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Tragerstruktur mit mindestens einem 
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der Wachstumsfaktoren, dessen Derivate, Analoga oder Teile nach einem 
der Anspruche 1 bis 9 beschichtet wird. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, gekennzeichnet durch die Aktivierung der 
Tragerstruktur, vorzugsweise durch Plasmaionisation oder Laserbestrah- 
lung. 

30. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 28 und 29, dadurch 
gekennzeichnet class die Tragerstruktur in vitro mit Zellen, vorzugsweise 
gewebespezifischen Zellen, Vorlauferzellen, Knochenmarkszellen, peri- 
pherem Blut, Fettgewebe oder Fasergewebe vorbesiedelt wird. 

31. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 22, dadurch gekennzeich- 
net, dass wenigstens einige der Verfahrensschritte zur Forderung der 
Geweberegeneration ganz oder teilweise in vitro durchgefuhrt werden. 

32. Verwendung nach der Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Wachstumsprozess durch Stammzellengabe aus dem Knochenmark, Blut, 
Gewebe, Fettgewebe, Nabelschnurgewebe bzw. Blut unterstutzt wird. 

33. Verwendung nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Stammzellen in vitro mit einem hamatopoietischen Wachstumsfaktor, ins- 
besondere mit Erythropoietin (EPO) oder Thrombopoietin (TPO), oder 
deren Derivate, Analoga oder Teile davon vorbehandelt werden. 

34. Pharmazeutische Zusammensetzung enthaltend Zellen, die zuvor in vitro 
mit einem hamatopoietischen Wachstumsfaktor, insbesondere Erythropoi- 
etin (EPO) oder Thrombopoietin (TPO), oder deren Derivate, Analoga oder 
Teile davon vorbehandelt wurden. 
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35. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 34 gekennzeichnet 
durch in vitro vorbehandelte Stammzellen. 

36. Verwendung einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach Anspruch 
34 oder 35 zur Wundheilung und Leberregeneration. 
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1NTERNATJONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP2004/Q14839 



Feld II Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchlerbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artlkel 17{2}a) wurde aus folgenden GrQnden fur bestimrnte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 



1. 



AnsprOche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 



2. [ | AnsprOche Nr. 

weil sie sich auf Telle der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschrtebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
da(3 eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. 



AnsprOche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feid 111 Bemerkungen bei mangeinder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgeste\lt t da/3 diese internationale Anmefdung mehrere Erfindungen enthalt: 



siehe Zusatzblatt 



1. 



2. 



Da der Anmelder aJle erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren rechtzeitig enthchtet hat, erstreckt sich dieser 
internationale Recherchenbericht auf aile recherchierbaren AnsprOche. 

Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
zusatzliche RecherchengebGhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. F ] Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig enthchtet hat, erstreckt sich dieser 

1 ' internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die GebQhren entrichtet worden sind, namlich auf die 

AnsprOche Nr. 



4. 



Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig enthchtet. Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die In den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese 1st in folgenden Anspruchen er- 
faBt: 



1-6 (teilweise), 7, 9-22 (teilweise), 31-33 (teilweise) 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs 



Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 



Die Zahlung zusatzficher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die Internationale Recherchenbehdrde hat festgestel 1 t, dass diese 
Internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namlich: 

1- Anspruche: 1-6 (teilweise}, 7 9 9-22 (teilweise), 31-33 

(teilweise) 

Verwendung von hamatopoieti schen Wachstumsfaktoren 
ausgewahlt aus Erythropoietin (EPO) , Thrombopoietin (TPO) 
Oder deren Denvate, Analoga oder Teile zur Herstellung 
eines Medikaments zur Forderung der strukturel len 
Regeneration von Gewebe 



2. Anspruche: 8 (teilweise), 9-22 (teilweise), 31-33 (teilweise) 

4 

Verwendung eines EPO induzierenden Faktors (insbesondere 
das Wachstumshormon [Growth Hormone -GH-]) zur Herstellung 
eines Medikaments zur Forderung der strukturel len 
Geweberegenerati on 



3. Anspruche: 23-30 (teilweise) 

Tragerstruktur enthaltend mindestens einen hamatopoieti schen 
Wachstumsfaktor ausgewahlt aus EPO, TPO, oder deren 
Derivate 9 Analoga oder Teile. Verfahren zur Herstellung so 
einer Tragerstruktur 



4. Anspruche: 23-30 (teilweise) 

Tragerstruktur enthaltend den EPO induzierenden Faktor GH. 
Verfahren zur Herstellung so einer Tragerstruktur 



5. Anspruche: 34-36 

Zusammensetzung enthaltend Zellen, die zuvor in vitro mi t 
einen hamatopoieti schen Wachstumsfaktor ausgewahlt aus EPO, 
TPO, oder deren Derivate, Analoga oder Teile vorbehandelt 
wurden, Verwerdung dieser Zusammensetzung z.ur Wundheilung 
und Leberregeneration. 
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